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STRESZCZENIE
W opublikowanych wcześniej pracach wykazano istotny wpływ genów głównego układu zgodności tkan-
kowej (MHC, major histocompatibility complex), takich jak geny czynnika martwicy nowotworów (TNF,
tumor necrosis factor) limfotoksyny alfa (LTA), genów kodujących antygeny leukocytów ludzkich (HLA)-
-DR2 oraz haplotypu A1-B8-TNF-308A na przebieg kliniczny chłoniaków nieziarniczych (ChN). W przedsta-
wionej pracy określono polimorfizm alleli HLA-A, Cw, B i DRB1 oraz polimorfizm pojedynczych nukleoty-
dów (SNPs, single nucleotide polymorphisms) nienależących do HLA genów LTA+252 i TNF-308 u 154 pa-
cjentów pochodzenia europejskiego z Francji oraz w etnicznie zgodnej grupie kontrolnej złożonej
ze 120 zdrowych osób. U badanych pacjentów określono również najbardziej prawdopodobne pary ha-
plotypów, złożone z 6 wymienionych wyżej loci genowych zlokalizowanych blisko siebie w obrębie MHC,
a ich fragmenty poddano analizie wpływu na wartość parametrów klinicznych i laboratoryjnych. U pacjen-
tów z ChN wykazano istotnie zwiększoną częstość allelu HLA-Cw*04, a także istotnie obniżoną częstość
A*31, B*53, *57, Cw*03, *06, *07, DRB1*04 i *13 sugerującą ochronną rolę tych alleli w zachorowaniu
na ChN. Jednocześnie w modelu regresji F proporcjonalnego hazardu Coksa wykazano skrócenie czasu
przeżycia wolnego od choroby (FFP, freedom from progression) i/lub całkowitego przeżycia (OS, overall
survival) u pacjentów z ChN posiadających A*32, *68, Cw*16, DRB1*01, *09 lub *14 oraz istotnie przed-
łużony czas FFP i OS u nosicieli alleli A*02, B*07, Cw*05 i DRB1*11. W grupie pacjentów z ChN wykaza-
no istnienie 10 szerokich konserwatywnych haplotypów MHC (AH, ancestral haplotypes) o częstości po-
wyżej 1%. Metodą mapowania szerokich haplotypów i ich fragmentów wykazano, że jedynym fragmen-
tem złożonym z dwóch sąsiednich loci, należącym do szerokiego haplotypu 8.1 AH, wykazującym nega-
tywny wpływ na FFP był fragment B*08-LTA+252G (p = 0,0084; RR = 2,45). Fragment tego haplotypu
o długości 305 kbp złożony z alleli 4 loci Cw*07-B*08-LTA+252G-TNF-308A był znacznie silniej związany ze
skróconym FFP (p = 0,00045, RR = 3,26). Analiza bloków haplotypowych należących do 8.1AH złożo-
nych z 5 i 6 loci wykazała słabszą asocjację z przebiegiem klinicznym ChN, co świadczy o wpływie nie-
równowagi sprzężeń (LD, linkage disequilibrium) na asocjacje pozostałych alleli należących do 8.1AH
(A*01 oraz DRB1*03). Wszystkie analizowane fragmenty haplotypu 7.1AH wpływały korzystnie na prze-
bieg ChN, a fragmentem o najwyższej asocjacji był allel TNF-308G. Bloki haplotypowe A*11-Cw*04 oraz
TNF-308G-DRB1*01 należące do haplotypu 35.1AH posiadały również istotną wartość predykcyjną nieko-
rzystnego przebiegu klinicznego ChN. Analiza wieloczynnikowa wykazała, że bloki haplotypowe Cw*07-
B*08-LTA+252G-TNF-308A oraz TNF-308G-DRB1*01 posiadają niezależną wartość predykcyjną dla skrócone-
go FFP (p = 0,024 i p = 0,027) i jest ona niezależna od międzynarodowego wskaźnika prognostycznego
(p = 0,00044). Wykazano również, że niedobór alleli HLA klasy I posiadających zdolność ligacji KIR nale-
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żących do grupy Bw4 i C1, a także obecność alleli HLA DRB1*01, *07 i *09 wpływa negatywnie na
przebieg kliniczny ChN. Sugeruje to, że istotnym obciążającym czynnikiem rokowniczym ChN jest ograni-
czony repertuar ligandów KIR i niedobór prezentacji peptydów w kontekście cząsteczek MHC. Dokładne
położenie genów wrażliwości w obrębie asocjujących bloków haplotypowych należy wyznaczyć w przyszło-
ści przy użyciu precyzyjnego mapowania genetycznego za pomocą badań mikrosatelitów i SNP o wysokiej
gęstości. Analiza polimorfizmu MHC pozwala na wykazanie podwyższonego ryzyka zachorowania na ChN,
dokładniejsze określenie rokowania klinicznego przebiegu choroby oraz ukierunkowanie badań nad nowy-
mi metodami leczenia ChN.
Słowa kluczowe: allele HLA, asocjacje, ligandy KIR, haplotypy MHC, chłoniaki nieziarnicze, nierównowaga
sprzężeń, rokowanie
ABSTRACT
In the previous studies, some human major histocompatibility complex (MHC) genes such as TNF, LTA,
HLA-DR2 genes and A1-B8-TNF-308A haplotype were implied in non-Hodgkin’s lymphoma (NHL) outcome.
In the current study most probable six-locus haplotypes determined by HLA-A, Cw, B and DRB1 highly
polymorphic genes and non-HLA LTA+252 and TNF-308 single nucleotide polymorphisms (SNPs) were as-
signed in 154 NHL Caucasian French patients. HLA-Cw*04 allele has significantly increased frequency
(susceptibility) and A*31, B*53, *57, Cw*03, *06, *07, DRB1*04 and *13 have decreased frequency
(protective role) in NHL patients. Simultaneously, significantly shorter freedom from progression (FFP)
and/or overall survival (OS) has been detected for A*32, *68, Cw*16, DRB1*01, *09 and *14 and signi-
ficantly longer FFP and/or OS has been suggested for A*02, B*07, Cw*05 and DRB1*11 alleles. The
MHC region was mapped broadly by its component blocks and tagging alleles. Ten frequent (with haplo-
type frequency > 1%) six-locus extended ancestral haplotypes (AHs) were revealed in NHL patients. The
only two adjacent locus fragment of 8.1AH associated with shortened FFP was B*08-LTA+252G (P = 0.0084;
RR = 2.45). Interestingly, 305 kbp long, 4 locus fragment of 8.1 AH, the Cw*07-B*08-LTA+252G-TNF-308A
block was much stronger associated with shortened FFP (P = 0.00045, RR = 3.26). The analysis of further
extended haploblocks comprising 5 or 6 loci showed weaker association with outcome measures, sug-
gesting LD to be the cause of A*01 and DRB1*03 allele associations. In contrast, all fragments of 7.1AH,
influenced FFP favorably with top association of TNF-308G allele. A*11-Cw*04 and TNF-308G-DRB1*01 hap-
lotype fragments of 35.1AH were also strong predictors of adverse survival of NHL patients. In multivariate
analysis only Cw*07-B*08-LTA+252G-TNF-308A and TNF-308G-DRB1*01 haplotypes remained predictive for
shortened FFP (P = 0.024 and P = 0.027 respectively) independent of International Prognostic Index
(P = 0.00044). The limited immunorecognition repertoire in MHC class I Bw4 and C1 KIR ligand deficient
carriers and in DRB1*01, *07 and *09 haplotype carriers contribute adversely to the clinical course of
NHL. The block composition of extended haplotypes may have important pathogenetic role in NHL. Fur-
ther study are warranted in NHL patients using fine mapping with dense microsatellite or SNP tags to
define exact susceptibility genes in associating haplotype blocks. The analysis of MHC polymorphisms
may unravel increased risk of NHL development, more accurate prognostification as well as redirect future
clinical trials to novel therapeutic attitudes.




Chłoniaki nieziarnicze (ChN) to grupa układowych
chorób nowotworowych, charakteryzująca się klonal-
nym rozrostem komórek limfoidalnych odpowiadają-
cych różnym stadiom zróżnicowania prawidłowych lim-
focytów B, T lub komórek naturalnej cytotoksyczności
(NK, natural killers) [1, 2]. Większość ChN to rozrosty
limfocytów B (86%), rzadziej chłoniaki T-komórkowe
(12%) i wywodzące się z komórek NK (2%) [2, 3]. Czę-
stość zachorowań na ChN stale rośnie (3–4% w skali
roku), ale przyczyna tego zjawiska nie jest do końca
poznana. Istnieje wiele czynników o udowodnionym
związku przyczynowym z zachorowaniem na ChN,
w tym środowiskowe, infekcyjne, immunologiczne i ja-
trogenne [3]. Wiele faktów przemawia także za istotną
rolą rodzinnych predyspozycji genetycznych sprzyjają-
cych ich występowaniu [4].
Większą zachorowalność na ChN obserwuje się u pra-
cowników przemysłu chemicznego, rolników, a także
wśród osób narażonych na kontakt z benzenem, azbe-
stem oraz promieniowaniem jonizującym [3]. Wykaza-
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no zwiększone ryzyko zachorowania u strażaków i osób
mających częsty kontakt z farbami do włosów [5, 6].
Związek epidemiologiczny między zakażeniami wiru-
sowymi, a występowaniem określonych podtypów ChN
znany jest od dawna. Przykładem jest ludzki wirus lim-
focytotropowy HTLV-I (Human T-cell Leukemia/Lym-
phoma Virus type I) [7]. W populacjach, w których
stwierdza się zwiększony odsetek występowania prze-
ciwciał przeciw HTLV-I, stwierdza się jednocześnie
wzrost zachorowalności na białaczkę/chłoniaka T-ko-
mórkowego dorosłych (ATLL, adult T-cell leukemia/lym-
phoma) [7]. Zakażenie wirusem Epsteina-Barr (EBV)
zostało potwierdzone w 95% przypadków zachorowań
na endemicznego chłoniaka Burkitta (BL, Burkitt lym-
phoma) oraz prawie w 20% przypadków BL występu-
jących poza rejonem Afryki Równikowej [8, 9]. ChN
stanowią także częste powikłanie zakażenia wirusem
upośledzenia odporności (HIV, human immunodefi-
ciency virus) [10]. Ponadto, wirus HHV-8 (Human Her-
pes Virus type 8) jest czynnikiem zwiększonego ryzyka
zachorowania na ChN u chorych zakażonych wirusem
HIV [11, 12]. Ryzyko to jest 15-krotnie większe niż
w pozostałej populacji HIV+ i jest niezależne od zaka-
żenia EBV. Do chłoniaków tych należą plazmablastycz-
na postać B-komórkowego chłoniaka wielkokomórko-
wego rozlanego (DLCL, diffuse large cell lymphoma)
[13] i pierwotny chłoniak wysiękowy (PEL, pleural ef-
fusion lymphoma) [14]. HHV-8 stwierdzany jest często
u chorych niezakażonych wirusem HIV, u których roz-
poznano także plazmatyczno-komórkowy wariant zespo-
łu Castlemana lub sklerowaciejącą postać szpiczaka
mnogiego [11, 15]. W wielu badaniach retrospektyw-
nych wykazano związek pomiędzy zakażeniem wirusem
zapalenia wątroby typu C (HCV) a zwiększonym ryzy-
kiem rozwoju chorób limfoproliferacyjnych, zwłaszcza
przebiegających z produkcją krioglobulin [16–18]. Wy-
kazano także związek pomiędzy zakażeniem HCV
a zwiększonym ryzykiem zachorowania na chłoniaka lim-
foplazmocytowego (LPL, lymphoplasmacytic lymphoma)
[19] i chłoniaka z komórek strefy brzeżnej śledziony
(SMZL, splenic marginal zone lymphoma) [17, 20].
Ważnym czynnikiem etiopatogenetycznym ChN są in-
fekcje bakteryjne i choroby autoimmunologiczne [16].
Dotyczy to przede wszystkim chłoniaków strefy brzeż-
nej (MZL, marginal zone lymphoma) rozwijających się
w obrębie tkanki limfatycznej błon śluzowych przewo-
du pokarmowego i gruczołów wydzielania zewnętrzne-
go (MALT, mucosa-associated lymphoid tissue), dróg od-
dechowych (BALT, bronchus-associated lymphoid tissue)
i skóry (SALT, skin-associated lymphoid tissue). Chło-
niak żołądkowy MALT wywodzi się z tkanki limfatycz-
nej błony śluzowej żołądka, której rozwój jest następ-
stwem zakażenia wywołanego przez Helicobacter pylori
[21]. Charakterystyczne jest także występowanie infek-
cji bakteryjnych poprzedzających chłoniaki MZL o in-
nych lokalizacjach pozawęzłowych. Wykazano, że skór-
ne chłoniaki MZL często poprzedza infekcja Borrelia
burgdorferi [22], chłoniaki jelitowe Campylobacter jeju-
ni [23], a okolice oczodołu Chlamydia psittaci [24].
Osoby z wrodzonymi i nabytymi defektami immunolo-
gicznymi oraz poddane leczeniu immunosupresyjnemu
należą także do grupy o zwiększonym ryzyku zachoro-
wania na ChN [25]. Wśród pacjentów z zespołem Wi-
skott-Aldricha, ataksją-telangiektazją i innymi wrodzo-
nymi zespołami upośledzenia odporności, chłoniaki
stanowią od 1/3 do 2/3 wszystkich zachorowań na no-
wotwory. U biorców przeszczepów immunosupresja
sprzyja proliferacji poliklonalnych limfocytów B zaka-
żonych EBV i transformacji w kierunku ChN, zwłasz-
cza o lokalizacji pozawęzłowej [26]. Ryzyko zachoro-
wania u osoby po transplantacji serca jest ponad 60 razy
większe niż dla pozostałej populacji i wzrasta 50-krotnie
u chorych po transplantacji nerek i szpiku [26]. U cho-
rych z AIDS, chłoniaki występują 100 razy częściej niż
w ogólnej populacji [27]. Do grupy ryzyka zachorowa-
nia na ChN należą ponadto osoby, które z powodu in-
nej choroby nowotworowej otrzymywały wcześniej che-
mioterapię, zwłaszcza w skojarzeniu z radioterapią [28].
Bez względu na czynnik etiologiczny, mechanizmy pa-
togenetyczne prowadzące do transformacji nowotwo-
rowej limfocytów są podobne i polegają na wystąpie-
niu niestabilności genetycznej, z następowym zaburze-
niem regulacji stopnia ekspresji onkogenów i/lub utratą
funkcji nowotworowych genów supresorowych (anty-
onkogenów) [29, 30]. Aberracje cytogenetyczne w prze-
biegu NCh to najczęściej translokacje onkogenów na-
leżące do różnych klas czynników transkrypcyjnych
w okolice genowych loci dla łańcuchów lekkich i cięż-
kich immunoglobulin (Ig) na chromosomie 18 i 14 [31].
Dla limfocytów T i ich prekursorów, obszarami tymi są
genowe loci regulatorowych części genów kodujących
podjednostki receptora T-komórkowego (TCR, T-cell
receptor), w tym łańcuchy alfa i delta na chromosomie
14 oraz beta i gamma na chromosomie 7 [32]. Mutacje
i delecje nowotworowych genów supresorowych mogą
prowadzić do utraty prawidłowych funkcji ich białek,
a w konsekwencji do zaburzeń regulacji cyklu komór-
kowego oraz procesów różnicowania i proliferacji ko-
mórkowej [33]. W odróżnieniu od onkogenów, muta-
cje i delecje nowotworowych genów supresorowych nie
są charakterystyczne dla określonych podtypów histo-
patologicznych ChN i pojawiają się zwykle w później-
szych okresach choroby. Nałożenie się tych mutacji na
pierwotnie stransformowany genom komórek chłonia-
kowych wiąże się z selekcją klonów opornych na che-
mio- i radioterapię oraz z progresją histopatologiczną,
kliniczną i złym rokowaniem ChN. Najlepiej poznany-
mi genami z tej grupy są gen p53 i gen retinoblastoma
(RB) [33–35]. Poza mutacjami już poznanych i zlokali-
zowanych w ludzkim genomie onkogenów i antyonko-
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genów istnieje wiele innych zaburzeń cytogenetycznych,
mających udowodniony wpływ na przebieg kliniczny
ChN. Należą do nich zaburzenia strukturalne chromo-
somów 1, 6, 7, 11, 13 i 17, stwierdzane jako wtórne aber-
racje cytogenetyczne w ponad 50% przypadków ChN.
Występowanie ich wiąże się z narastaniem lekooporno-
ści komórek chłoniakowych, mniejszym odsetkiem uzy-
skiwanych remisji i krótszym czasem przeżycia chorych,
bez względu na typ histopatologiczny chłoniaka [36].
Przebieg kliniczny ChN zależy nie tylko od histopato-
logicznych cech chłoniaka i jego lokalizacji narządo-
wej, ale także od zaburzeń immunologicznych towa-
rzyszących podstawowej chorobie nowotworowej. Wa-
runkują one m.in. wystąpienie objawów ogólnych,
w tym stanów gorączkowych, potów nocnych i chud-
nięcia [37]. Objawy te spowodowane są układowym
uwalnianiem prozapalnych cytokin przez komórki chło-
niakowe i odczynowe, w tym przede wszystkim czynni-
ka martwicy nowotworów (TNF, tumor necrosis factor),
limfotoksyny a, (LTa) i interleukiny 1 (IL-1) [38–51].
Zwiększone ich uwalnianie może być także przyczyną
powikłań ogólnoustrojowych, w tym hipoalbuminemii,
niedokrwistości i w konsekwencji złego stanu ogólne-
go chorego [52]. Objawy te w oczywisty sposób mogą
upośledzać tolerancję pacjenta na leczenie przeciwno-
wotworowe i wpływać na gorsze wyniki leczenia, cięż-
szy przebieg kliniczny choroby i gorsze rokowanie.
Mogą mieć również negatywne skutki na poziomie lo-
kalnej odpowiedzi układu odpornościowego przeciw-
ko komórkom chłoniakowym. W warunkach zwiększo-
nej ekspresji, cytokiny te uczestniczą w autodestrukcji
cytotoksycznych limfocytów T i komórek NK, upośle-
dzają funkcję limfocytów T pomocniczych, upośledzają
funkcję prezentacji antygenów nowotworowych przez
komórki dendrytyczne oraz mogą indukować oporność
komórek nowotworowych na leki cytostatyczne [42].
Stopień aktywacji układu immunologicznego zależy
zatem głównie od podtypu histopatologicznego i stop-
nia zaawansowania klinicznego chłoniaka oraz od en-
dogennych mechanizmów regulujących stopień odpo-
wiedzi układu immunologicznego na jego obecność.
Do tych ostatnich należą m.in. genetyczne polimorfi-
zmy w obrębie regulatorowych fragmentów genów dla
prozapalnych cytokin oraz innych genów zaangażowa-
nych w odpowiedź immunologiczną gospodarza, w tym
przede wszystkim układu zgodności tkankowej MHC.
2. Główny układ zgodności tkankowej
Główny układ zgodności tkankowej (MHC, major hi-
stocompatibility complex) to grupa genów położonych
w obrębie krótkiego ramienia chromosomu 6 (6p21.1–
–21.3). Geny te obejmują fragment łańcucha DNA
o długości około 4 mln par zasad (Mb, megabase). MHC
składa się z trzech klas genów, to jest położonej dystal-
nie (najbliżej telomeru) klasy I o długości 2,1 Mb, za-
wierającej klasyczne polimorficzne geny w loci A, C
i B oraz szereg genów nieklasycznych; położonej proksy-
malnie (najbliżej centromeru) klasy II o długości 1,0 Mb,
zawierającej polimorficzne geny DRB1, DRB3/4/5,
DQB1, DPB1 oraz szereg mniej polimorficznych ge-
nów; jak również położonego pomiędzy nimi regionu
klasy III (0,9 Mb) o największej gęstości genetycznej,
zawierającego geny składników dopełniacza (C2, C4A,
C4B, Bf), białek szoku cieplnego (HSP70), białek ro-
dziny TNF (TNF, LTA i LTB) oraz cały szereg innych
genów kodujących białka biorące udział w odpowiedzi
odpornościowej i zapalnej. Geny klasy I i II kodują biał-
kowe cząsteczki antygenów HLA i są wysoce polimor-
ficzne [56]. Istotną cechą MHC jest również bardzo sil-
na nierównowaga sprzężeń (LD, linkage disequilibrium)
genów, obejmująca cały obszar MHC, w wyniku czego
w obszarze tym występują haplotypy o silnie sprzężo-
nych wersjach allelicznych.
W różnych grupach etnicznych i kohortach pacjentów
z niektórymi chorobami o podłożu immunologicznym
wykazano charakterystyczny wzór występowania haplo-
typów MHC. Dwoma najczęstszymi szerokimi haplo-
typami charakterystycznymi dla populacji europejskiej
są A*01-Cw*0701-B*08-DRB1*03-DQB1*02 [40, 57],
zwany konserwatywnym haplotypem 8.1 (8.1 ancestral
haplotype, 8.1AH), a także A*03-Cw*0702-B*07-
-DRB1*15-DQB1*06, zwany konserwatywnym haplo-
typem 7.1 (7.1AH) [58].
Wykazano, że 8.1AH jest związany ze zwiększoną czę-
stością lub cięższym przebiegiem klinicznym chorób
autoimmunizacyjnych i zakaźnych [59–61]. W grupie
osób pochodzenia europejskiego haplotyp ten związa-
ny jest ze zwiększonym ryzykiem zachorowania na cu-
krzycę typu I, nużliwość mięśniową, toczeń układowy,
celiakię i zespół Sjögrena [62]. Uważa się, że powsta-
nie tych zespołów jest skutkiem autoimmunizacji zwią-
zanej z obniżeniem wytwarzania cytokin typu 1 lub
ze zmienioną ekspresją genów segmentu dopełniacza [63].
Wykazano, że nosicielstwo haplotypu 7.1AH było zwią-
zane z częstszym występowaniem stwardnienia rozsia-
nego i narkolepsji [64].
3. Potencjalny udział polimorfizmu MHC
w odporności przeciwko komórkom
chłoniakowym
Wymknięcie się komórek chłoniakowych spod nadzo-
ru odpornościowego obejmuje mechanizmy homozy-
gotycznej i hemizygotycznej delecji genów MHC klasy
I lub II [65], nabycia obwodowej tolerancji przez naiw-
ne i efektorowe limfocyty T lub komórki pamięci od-
pornościowej [66], deregulację limfokin i szereg innych
mechanizmów niezwiązanych bezpośrednio z MHC [41,
67]. W liniach komórek limfoblastoidalnych, w których
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doszło do delecji fragmentów MHC, prawie nigdy
nie następuje delecja genów klasy III, wskazując na
istotne znaczenie genów tego regionu w patogenezie
ChN [65].
3.1. Udział indywidualnych alleli MHC klasy I, II i III
w odporności przeciwko komórkom chłoniakowym
Geny MHC klasy I i II kodujące HLA odgrywają istotną
rolę w przeciwnowotworowym nadzorze odpornościo-
wym [68, 69]. Odpowiedź odpornościowa przeciwko
komórkom nowotworowym prezentującym produkty
genów o zmienionej lub nadmiernej ekspresji jest opar-
ta na restrykcji MHC klasy I i zależy od swoistych pep-
tydów typowych dla nowotworu, prezentowanych
w kontekście MHC. Komórki nowotworowe wykazują
w odróżnieniu od komórek prawidłowych liczne ilościo-
we i jakościowe zmiany w ekspresji genów [29]. Pre-
zentują one różnorodne swoiste (TSA, tumor specific
antigen) lub typowe dla nowotworu (TAA, tumor asso-
ciated antigen) peptydy, które po ich prezentacji w kon-
tekście MHC klasy I lub II mogą potencjalnie inicjo-
wać eradykację nowotworu poprzez aktywację autolo-
gicznych cytotoksycznych limfocytów T ze znacznikiem
CD8 (CTL, cytotoxic T lymphocytes) [70] lub wspoma-
gających limfocytów T ze znacznikiem CD4 (Th, helper
T lymphocytes) [71, 72]. W tym celu CTL rozpoznające
peptydy TSA/TAA w kontekście MHC klasy I mogą
być dodatkowo stymulowane przez wspomagające Th1,
które zostały uprzednio uczulone i aktywowane w ob-
rębie guza nowotworowego przez komórki dendrytycz-
ne prezentujące inny wariant TSA/TAA w kontekście
MHC klasy II. Komórki nowotworowe wywodzące się
z komórek B najczęściej wykazują ekspresję MHC kla-
sy II, a więc mogą prezentować autogenne TAA i mogą
być eliminowane bezpośrednio przez komórki T CD8+.
Rozpoznanie idiotypu (Id) immunoglobulin powierzch-
niowych obecnych na komórkach nowotworowych typu
B [53] może prowadzić do regresji lub eradykacji guza
nowotworowego [53, 54]. Inne komórki typu T, regula-
torowe komórki T (Treg) hamują aktywowane efektoro-
we komórki T i sprzyjają wytwarzaniu cytokin typu Th2
[66]. Aktywność Treg jest również indukowana poprzez
interakcję swoistego TCR z kompleksem złożonym
z cząsteczki HLA klasy I i peptydu, a więc regulacja szla-
ków nabytej odporności przeciwchłoniakowej może
w istotnym stopniu zależeć od polimorfizmu MHC.
Zastosowanie metody transfekcji genów pozwoliło na
potwierdzenie zdolności wielu cząsteczek MHC klasy I,
takich jak produkty genów A*0101, A*2402, A*2901/02,
B*3701, B*4403, B*5701, Cw*0601, Cw*0702 i Cw*1601
do prezentowania swoistych peptydów nowotworowych
[73–81]. Prezentację swoistych TSA wykazano również
dla produktów alleli MHC klasy II, jak na przykład
DRB1*0101 [82]. Każda cząsteczka MHC klasy I lub
II jest w stanie związać szereg peptydów wyróżniają-
cych się podobnym motywem wiążącym, a każdy pep-
tyd nowotworowy może się związać z więcej niż jedną
cząsteczką MHC klasy I lub II. W praktyce jednak więk-
szość limfocytów zarówno CD8+ jak i CD4+ ukierun-
kowana jest na jeden określony peptyd, zwany pepty-
dem immunodominującym [83]. Oprócz immunodomi-
nacji odgrywającej istotną rolę w odpowiedzi cytotok-
sycznej, skierowanej przeciwko antygenom nowotwo-
rowym, dodatkowym mechanizmem zawężającym za-
kres peptydów rozpoznawanych w tej odpowiedzi jest
grasiczozależna tolerancja w stosunku do własnych
antygenów. To właśnie polimorfizm cząsteczek MHC
klasy I i II kształtuje swoiste interakcje pomiędzy im-
munogennymi i immunodominującymi kompleksami
MHC-peptyd, a immunoreaktywnymi i autoreaktywny-
mi (niewyeliminowanymi w mechanizmach centralnej
tolerancji) klonami komórek posiadających TCR. Nie-
zależnie, nowotwory posiadają zdolność do wytwarza-
nia mechanizmów zmieniających aktywację komórek
T i ich funkcje efektorowe. Jeśli oddziaływanie to jest
wybiórcze dla określonych typów cząsteczek HLA, pep-
tydów antygenowych lub klonów komórek T CD8+,
może ono w sposób zasadniczy wpływać na immuno-
dominację w danym układzie. Co więcej, istnieje pew-
na forma hierarchiczności cząsteczek HLA, w ramach
której dominujący peptyd prezentowany przez daną
cząsteczkę HLA zmienia się w zależności od tego, jaka
dodatkowa cząsteczka HLA występuje u badanej oso-
by [55]. Na przedstawione powyżej potencjalne mecha-
nizmy kształtowania się immunodominującego feno-
typu i pozostałych elementów nabytej odporności prze-
ciwnowotworowej może silnie oddziaływać genetyczny
polimorfizm loci MHC.
Oprócz odporności nabytej w przeciwchłoniakowej
odpowiedzi immunologicznej biorą również udział
mechanizmy odporności wrodzonej, obejmujące wią-
zanie (ligację) cząsteczek MHC klasy I przez recepto-
ry immunoglobulinopodobne (KIR, killer immunoglo-
bulinlike receptors) i lektynopodobne (NKG2D), wystę-
pujące na komórkach NK [84, 85]. Produkty alleli MHC
klasy I należą do kilku ponadtypowych grup ligandów
KIR, w zależności od kodowanych sekwencji reszt ami-
noacylowych w pozycjach 77-84 cząsteczki HLA klasy I.
Wszystkie produkty alleli locus HLA-C podlegają wy-
biórczej ligacji przez KIR2DL2/DS2 i KIR2DL3
(należą wówczas do grupy C1 ligandów KIR) lub
KIR2DL1/DS1 (grupa C2 ligandów KIR) [86]. Produk-
ty około 1/3 alleli locus HLA-B i niewielkiej części
HLA-A (tylko te, które w zakresie pozycji 77–84 posia-
dają epitop Bw4) wiążą KIR3DL1/DS1 (grupa Bw4
ligandów KIR) [86]. Oprócz tego produkty alleli HLA-
-A*03 i A*11 wiążą KIR3DL2 (grupa A3/11 ligandów
KIR), produkty alleli HLA-Cw*04 wiążą KIR2DS4,
a produkty HLA-G wiążą KIR2DL4 [86]. Wszystkie po-
zostałe (czyli większość) produkty alleli loci HLA-A
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i B nie wykazują funkcji ligacji KIR [86]. Komórki NK
mogą zabijać komórki chłoniakowe, jeśli komórki do-
celowe nie posiadają na swojej powierzchni cząsteczek
HLA klasy I albo ich struktura lub ekspresja jest zmie-
niona [87, 88]. Do lizy nie dochodzi, jeśli występujące
na powierzchni komórek NK ponadtypowe KIR o wła-
snościach hamujących (czyli te, które posiadają cyto-
plazmatyczny łańcuch DL, zawierający motyw hamu-
jący) zostaną zablokowane przez jedną z grupowo swo-
istych cząsteczek HLA klasy I, występującą na komór-
ce docelowej. Jeśli natomiast cząsteczki HLA klasy I
obecne na komórkach nowotworowych zwiążą aktywu-
jące receptory KIR (to jest takie, które posiadają cyto-
plazmatyczny łańcuch DS współpracujący z motywem
aktywującym) lub gdy inne receptory immunoglobuli-
nopodobne albo C-lektynowe dostarczą precyzyjnie re-
gulowany sygnał aktywujący, dochodzi do lizy komó-
rek nowotworowych przez komórki NK [89]. Ochrona
komórek docelowych przed atakiem NK jest silniejsza,
gdy cząsteczki HLA prezentują peptyd o określonej
charakterystyce [90]. Sugeruje to, że zmiany konforma-
cji cząsteczki HLA klasy I związanej z różnymi pepty-
dami swoistymi dla nowotworu mogą zmieniać siłę prze-
ciwchłoniakowej odpowiedzi typu NK. Allogeniczne
rozpoznanie i liza typu NK jest szybka, ponieważ w krą-
żeniu i tkankach występują zawsze preformowane ko-
mórki NK.
Genetyczny polimorfizm cytokin kodowanych w obrę-
bie MHC klasy III bierze udział w odpowiedzi przeciw-
chłoniakowej najprawdopodobniej poprzez zróżnicowa-
ny wpływ na ekspresję ich genów oraz wielokierunkowe
oddziaływanie regulacyjne na całą sieć cytokinową.
W regionie klasy III MHC chromosomu 6p21.2 kodo-
wane są trzy białkowe cząsteczki należące do rodziny
TNF, w tym TNF oraz LTa i LTb. Odkrycie, że pod-
wyższone stężenie rozpuszczalnego białka TNF (sTNF,
soluble TNF) i sLTa, a także ich rozpuszczalnych re-
ceptorów sTNF-RI (p55) i sTNF-RII (p75) jest zwią-
zane z gorszym rokowaniem u pacjentów z chłoniaka-
mi [41, 42] ukierunkowało badania na genetyczny poli-
morfizm tej rodziny cytokin. Badaniami objęto przede
wszystkim polimorfizmy w pozycjach –1031, –863, –857
–575, –376, –308, –238 i –163 części promotorowej genu
TNF [39, 43–46, 91] oraz polimorfizm w pozycji +252
pierwszego intronu LTA [39, 43, 44, 91] w związku z ich
przypuszczalnym wpływem na ekspresję odpowiednich
genów [47, 92]. Najintensywniej badano polimorfizm
promotora TNF w pozycji –308 [46]. Wykazano asocja-
cję allelu TNF-308A z podwyższonym poziomem wydzie-
lania białka TNF przez monocyty i limfocyty krwi ob-
wodowej [40], a także negatywny wpływ tego allelu na
przebieg kliniczny ChN zarówno u pacjentów dorosłych
[91], jak i u dzieci [43], co potwierdzono w badaniach
wieloośrodkowych [44]. Potwierdzono również nieza-
leżną wartość prognostyczną polimorfizmu genu TNF-308
dla przebiegu klinicznego ChN [39]. Powyższe dane
korelowały z wynikami badań, w których stwierdzono
związek podwyższonego stężenia krążącego TNF i roz-
puszczalnego receptora p55 z niekorzystnym przebie-
giem chłoniaków [41] i mniejszą skutecznością ich le-
czenia [42], a także fakt współzależności pomiędzy eks-
presją genu TNF w komórkach chłoniakowych od pod-
typu histopatologicznego chłoniaka [48]. Dzięki tym
badaniom polimorfizm TNF-308 stał się najlepiej pozna-
nym od strony czynnościowej polimorfizmem MHC,
wykazującym patogenetyczny wpływ na ChN.
W warunkach fizjologicznych transkrypcja genu TNF
jest ograniczana dzięki sekwencji nukleotydów w po-
zycjach od –323 do –285 regionu promotorowego genu
TNF, która tworzy miejsce wiązania dla aktywującego
białka 2 (AP-2, activation protein 2) [92]. Wiązanie AP-2
jest zakłócone w genetycznym wariancie TNF-308A, co
skutkuje wyższym stężeniem TNF zarówno w stanie fi-
zjologicznym, jak i po stymulacji w porównaniu z nosi-
cielami allelu typu dzikiego (TNF-308G) [92]. W przy-
padku SNP LTA+252G zakłóceniu ulega element wiążą-
cy o wysokim powinowactwie odpowiedzialny za przy-
łączanie szeregu czynników transkrypcyjnych [93]. Al-
lel ten może potencjalnie zmieniać poziom transkryp-
cji w porównaniu z allelem typu dzikiego (LTA+252A).
3.2. Udział haplotypów MHC w odporności
przeciwko komórkom chłoniakowym
Udział szerokiego zakresu genów MHC w generowa-
niu procesów odporności swoistej i wrodzonej zrodził
pytanie, czy mogą one odgrywać rolę w patogenezie
ChN jako całe zespoły genów, bloki haplotypowe lub
szerokie konserwatywne haplotypy, podlegające regu-
lacji na poziomie transkrypcyjnym obejmującym całe
domeny chromosomowe [94].
Konserwatywne haplotypy, obejmujące cały obszar
MHC, są istotnym wyznacznikiem podatności na cho-
roby autoimmunologiczne [63] i ważną determinantą
przebiegu chorób wirusowych [95]. W związku z podo-
bieństwem niektórych szlaków odpowiedzi odporno-
ściowej zależnej od MHC w chorobach wirusowych
i nowotworowych [16, 19], możliwe wydawało się ist-
nienie takich asocjacji w ChN.
W licznych publikacjach opisywano nosicielstwo allelu
TNF-308A wraz z pozostającym z nim w ścisłym związku
haplotypowym allelem LTA+252G jako czynnik sprzyja-
jący występowaniu podwyższonego osoczowego stęże-
nia TNF oraz determinantę niekorzystnego rokowania
dla przebiegu klinicznego ChN [39, 43, 44, 91]. Układ
genetyczny LTA+252G-TNF-308A określono jako haplotyp
wykazujący autonomiczną nadprodukcję białka TNF
i czynnik wpływający na niekorzystny przebieg klinicz-
ny ChN [43, 91]. Wykazano również, że silny związek
haplotypu A*01-B*08-TNF-308A, stanowiącego fragment
szerokiego haplotypu 8.1AH z niekorzystnym przebie-
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giem ChN posiada dodatkową wartość prognostyczną
w stosunku do allelu TNF-308A [49]. Wyniki przedsta-
wionych badań wzbudziły zainteresowanie dokład-
niejszą lokalizacją haplotypową genu odpowiedzialne-
go za ten dodatkowy efekt. Interesujące również było
pytanie, czy inne haplotypy MHC lub ich fragmenty
mają znaczenie patogenetyczne w ChN.
Bezpośredni wpływ któregokolwiek spośród ponad 200
genów współtworzących haplotyp MHC jest trudny do
oceny w związku z silną LD, jakiej podlegają sąsiadu-
jące loci w wyniku niehomogennej częstości rekombi-
nacji [96]. Użyteczną, z punktu widzenia prezentowa-
nych badań, cechą LD jest jej stopniowy zanik wraz
z fizyczną odległością pomiędzy badanymi loci [97]. Sto-
pień i rozległość LD są w znacznej mierze swoiste dla
haplotypów HLA [98].
Dotychczasowa wiedza odnośnie związku polimorfizmu
MHC z ChN była punktem wyjścia do postawienia ce-
lów badawczych, a cechy genetycznego obszaru MHC
posłużyły jako podstawa do wypracowania modelu ba-
dawczego i przeprowadzenia analizy haplotypowej
w niniejszej pracy.
Badania genetyczne obejmowały allele HLA klasy I loci
A, B i C u pacjentów z ChN i zdrowych osób badanych
uprzednio w zakresie genetycznego polimorfizmu TNF-
308 i LTA+252 oraz alleli MHC klasy II locus DRB1 [39,
41, 42, 48, 91]. W związku z wcześniejszym wykazaniem
dodatkowego wpływu złożonego z 3 loci MHC haplo-
typu A*01-B*08-TNF-308A [49], rozszerzona została ana-
liza haplotypowa do sześciu loci. Haplotypy określone
zostały iteracyjną metodą genetyki populacyjnej o pod-
wyższonym prawdopodobieństwie. Wykonano również
mapowanie genetyczne szerokiego obszaru MHC przy
użyciu składowych bloków haplotypowych i alleli wskaź-
nikowych w celu określenia położenia i rozległości ob-
szarów mogących zawierać geny wpływające na prze-
bieg kliniczny ChN. W celu określenia segregacji ha-
plotypowej genotypów pacjentów z ChN wybrano naj-
dokładniejszą metodę iteracyjną w postaci oprogramo-
wania PHASE 2.1 wykorzystywanego w badaniach ge-
netyki populacyjnej [99].
II. CELE PRACY
W związku ze spodziewanym oddziaływaniem zarów-
no indywidualnych alleli, jak i haplotypowych komplek-
sów genetycznych w ChN, celem niniejszej pracy było:
— określenie wpływu alleli HLA klasy I kodowanych
w locus A, B i C na podatność na zachorowanie oraz
przebieg kliniczny ChN;
— scharakteryzowanie pacjentów z ChN pod wzglę-
dem globalnych współzależności genetycznych po-
między loci genowymi MHC klasy I, II i III, obej-
mującymi HLA-A, B, C, DRB1, TNF-308 i LTA+252;
— określenie podregionów szerokiego haplotypu 8.1
mogących zawierać geny funkcjonalne w patogene-
zie ChN;
— poszukiwanie innych szerokich haplotypów MHC
wykazujących wpływ na przebieg kliniczny ChN
i określenie podregionów tych haplotypów o naj-
wyższej asocjacji z przebiegiem choroby;
— określenie u pacjentów z ChN zawartości alleli HLA
klasy I, których produkty biorą aktywny udział
w ligacji KIR oraz określenie wpływu supertypo-
wych grup ligandów KIR na przebieg choroby.
III. MATERIAŁY I METODY
1. Pacjenci
Badaniami objęto grupę 154 pacjentów z ChN przed
rozpoczęciem leczenia, obejmującą 60 (39%) pacjen-
tów z B-DLCL, 58 (38%) z chłoniakiem pęcherzyko-
wym (FL, follicular lymphoma) oraz 36 (23%) z inny-
mi chłoniakami B-komórkowymi, pochodzącą z Se-
rvice d’Hematologie, Centre Hospitalier Lyon-Sud z
Francji. Wyniki badań HLA grupy kontrolnej, to jest
120 zdrowych osób o pochodzeniu etnicznym odpo-
wiadającym grupie chorych, otrzymano z Etablissement
de Transfusion Sanguine z Lyonu we Francji i zostały
one wykorzystane do porównania częstości HLA.
Wszyscy pacjenci i osoby z grupy kontrolnej wyrazili
świadomą zgodę na przeprowadzenie badań. Bada-
nie zostało zaaprobowane przez instytucjonalną ko-
misję etyczną.
Postępowanie lecznicze było odpowiednie dla podty-
pów histopatologicznych oraz wskaźników prognostycz-
nych i opierało się na wynikach badań prospektywnych
[91]. Kryteria oceny medycznej i patomorfologicznej,
osoczowe stężenie TNF i jego rozpuszczalnych recep-
torów oraz stopień odpowiedzi na leczenie, opisano
wcześniej [39, 91, 100]. Szczegółową charakterystykę
154 pacjentów obejmującą osoczowe stężenie TNF,
LTA i ich rozpuszczalnych receptorów p55 i p75 przed-
stawiono w tabeli 1. Mediana FFP i OS u 154 pacjen-
tów objętych badaniami wynosiła odpowiednio 509
(7 — 2608) i 696 (15 — 2772) dni (d).
2. Genotypowanie
Z frakcji jednojądrzastych komórek krwi obwodowej
izolowano DNA przy użyciu zestawu QIAmp Extrac-
tion Kit (QIAGEN Inc, Valencia, CA).
Genotypowanie loci HLA-A, B, C i DRB1 wykonano
przy użyciu komercyjnych zestawów, INNO-LiPA HLA-
A-B-C Multiplex Amplification (Innogenetics N.V.,
Ghent, Belgium) i RELI SSO HLA-DRB (Dynal, Oslo,
Norway), opartych na zasadzie odwrotnej hybrydyzacji
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produktów reakcji PCR, zgodnie z instrukcją produ-
centa. Genotypowanie na poziomie pośredniej/wyso-
kiej rozdzielczości w zakresie loci A, B, C i DRB1 wy-
konano przy użyciu zestawów primerów o swoistej se-
kwencji (Olerup SSP AB, Saltsjöbaden, Sweden). Nie-
jednoznaczne wyniki genotypowania HLA rozstrzyga-
no przy użyciu metody opartej na reakcji PCR-SSP
z wykorzystaniem zestawów Micro SSP HLA Class I Lo-
cus Specific DNA Typing Trays (One Lambda, Canoga
Park, CA).
Polimorfizm pojedynczych nukleotydów TNF i LTA
genotypowano odpowiednio przy użyciu bezpośrednie-
go sekwencjonowania oraz polimorfizmu długości frag-
mentów restrykcyjnych opartego na reakcji PCR, zgod-
nie z wcześniejszymi opisami [39, 91]. W skrócie, frag-
ment promotora TNF obejmujący nukleotydy w pozy-
cjach od –675 do –143 amplifikowano w reakcji PCR
przy użyciu pary primerów F1 (5’TCTCGGTTTCT-
TCTCCATCG) i R1 (5’GAGTCTCCGGGTCAGAAT-
GA). Po wstępnym grzaniu mieszaniny reakcyjnej przez
2 minuty, przeprowadzano 35 cykli reakcji PCR skła-
dających się z denaturacji (95∞C, 30 s), renaturacji
(58∞C, 30 s) i elongacji (72∞C, 45 s). Elongację w ostat-
nim cyklu przedłużono do 7 minut. Dziesięć ml produktu
PCR znakowano w kolejnej reakcji PCR, w mieszani-
nie reakcyjnej o objętości 20 ml, zawierającej 4 ml mie-
szaniny nukleotydów kończących z zestawu ABI Prism
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
oraz 2 ml buforu PE Applied Biosystems, 15 pM prime-
rów F1–R2 (5’GAGTCTCCGGGTCAGAATGA)
Tabela 1. Kliniczna charakterystyka 154 pacjentów z chłoniakami nieziarniczymi. ECOG, wskaźnik wydolności pacjentów
według Eastern Cooperative Oncology Group; IPI, International Prognostic Index — międzynarodowy wskaźnik progno-
styczny; LDH, lactate-dehydrogenase — dehydrogenaza mleczanowa
Charakterystyka Dystrybucja Charakterystyka Dystrybucja





£ 60 lat 88 (57)
> 60 lat 66 (43)
ECOG
< 2 126 (82)










Faza według Ann Arbor
I, II 36 (23,5)
III, IV 118 (76,5)
Aktywność LDH
£ 1 x norma 80 (52)
> 1 x norma 74 (48)
Stężenie b2-mikroglobuliny
£ 3,0 mg/L 91 (62)
> 3,0 mg/L 56 (38)
nie badano 7
Liczba miejsc pozawęzłowych
< 2 91 (59)
≥ 2 63 (41)
Stężenie albuminy
£ 35 g/l 16 (11)
> 35 g/l 130 (89)
nie badano 8
Stężenie białka C-reaktywnego
£ 6,0 mg/l 57 (44,5)
> 6,0 mg/l 71 (55,5)
nie badano 26
Hemoglobina
£ 12 g/dl 48 (32)
> 12 g/dl 103 (68)
nie badano 3
Obecność guza (≥ 10 cm)
nieobecny 105 (68)
obecny 49 (32)
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i wodę dejonizowaną. W celu znakowania DNA prze-
prowadzano 25 cykli reakcji PCR w obecności znako-
wanych fluorescencyjnie dideoksynukleotydów, a każ-
dy z cykli obejmował denaturację (96∞C, 10 s), renatu-
rację (50∞C, 5 s) i elongację (60∞C, 4 minuty). Produkt
PCR analizowano w automatycznym sekwenatorze la-
serowym (ABI Prism 310 Genetic Analyser, PE Applied
Biosystems).
Podstawienie nukleotydu A lub G w pozycji +252 LTA
badano metodą polimorfizmu długości fragmentów
restrykcyjnych (RFLP), opartego na reakcji PCR, wy-
krywającego miejsce trawienia swoiste dla enzymu re-
strykcyjnego Nco I. W reakcji PCR stosowano primery
F (5’CTCCTGCACCTGCTGCCTGGATC) i R (5’GA-
AGAGACGTTCAGGTGGTGTCAT), amplifikujące
fragment DNA o długości 368 par zasad (bp, base pa-
irs). Po wstępnym grzaniu mieszaniny reakcyjnej
w temperaturze 95∞C przez 10 minut przeprowadzano
31 cykli reakcji PCR obejmujących denaturację (96∞C,
60 s), renaturację (65∞C, 60 s) i elongację (72∞C, 120 s).
Produkt poddawano trawieniu 3 U restryktazy Nco I.
W rozdziale elektroforetycznym stwierdzano produkt,
który uległ trawieniu Nco I (dwa fragmenty 133 bp
i 235 bp) stanowiące allel LTA+252G lub produkt niena-
ruszony (368 bp) stanowiący allel LTA+252A.
3. Analiza statystyczna
3.1. Badania związku alleli HLA z zachorowaniem
i przebiegiem klinicznym ChN
Związek alleli HLA-A, C, B i DRB1 z zachorowaniem
na ChN i innymi zmiennymi opisującymi grupę pacjen-
tów, określano testem Fishera, wyznaczając dokładną
wartość P, skorygowaną według Yatesa lub testem U
według Manna-Whitneya. W celu ograniczenia poten-
cjalnego wpływu wielokrotnych porównań stosowano
metodę nierównoważności Bonferoniego dla 72 powtó-
rzeń, zgodnie ze wzorem pcorr = 1 – ([1–p] ^72).
FFP i OS chorych z ChN przedstawiano wykreślając
krzywe Kaplana-Meiera. Wartość p dla różnicy przeży-
cia pacjentów posiadających daną wersję genu i pacjen-
tów niebędących jej nosicielami wyznaczano wykorzy-
stując model regresji F proporcjonalnego hazardu
Coxa. W przypadku FFP i OS nie stosowano poprawki
dla wielokrotnych porównań w związku z nadzwyczajną
rzadkością występowania haplotypów. Wartość względ-
nego ryzyka (RR, relative risk) określano na podstawie
współczynnika b krzywej regresji F Coxa zgodnie ze
wzorem RR = e-b, wraz z przedziałem 95% ufności
(95% CI, 95% confidence interval), określanym według
metody Blanda i Altmana [101].
Aby określić niezależność wpływu badanych czynników,
zastosowano model wieloczynnikowej regresji Coxa.
Bloki haplotypowe i allele o najwyższej asocjacji bada-
no równolegle w tym samym modelu wraz z międzyna-
rodowym wskaźnikiem prognostycznym (IPI, Interna-
tional Prognostic Index) dla ChN [102].
3.2. Klasyfikacja pacjentów pod względem
posiadanych ligandów KIR
Allele HLA klasy I u pacjentów z ChN klasyfikowano
w zakresie ligacji KIR zgodnie z kodowaniem sekwencji
genetycznych typowych dla epitopów C1, C2, Bw4 lub dla
niewykazującego ligacji KIR epitopu Bw6 [103]. Liczba
i swoistość ligandów KIR były badane pod względem ko-
relacji z wskaźnikami przebiegu. Dla grup pacjentów nie-
posiadających ligandów KIR z epitopami C1, C2 i/lub Bw4
określano wartość p proporcjonalnego hazardu F Coxa.
4. Metody genetyki populacyjnej
4.1. Ustalanie segregacji haplotypów
Fazową segregację haplotypów złożonych z 6 loci w ra-
mach genotypów określano dla każdego pacjenta na
podstawie danych populacyjnych odnośnie pełnych ge-
notypów w grupie 154 chorych. Genotypowy plik wej-
ściowy był przygotowywany zgodnie z zapisem homozy-
gotycznym. Następnie genotypy złożone z sześciu loci
były automatycznie kodowane (i rozkodowywane po
zakończeniu procesu) przy użyciu oprogramowania
PHASE_KEY v. 1.0 (oprogramowanie przygotowane
pod kierunkiem autora w ramach grantu finansowane-
go przez Ministerstwo Nauki/Komitet Badań Nauko-
wych nr 2 P05E 12626). Każdemu pacjentowi przypisa-
no najbardziej prawdopodobną parę haplotypów, okre-
śloną przy użyciu algorytmu expectation maximization
(EM) w ujęciu Bayesa, zgodnie z którym zachodzi pro-
ces segregacji haplotypów wykonywany przez algorytm
PHASE v. 2.1 [104]. Platformę PHASE 2.1 wybrano spo-
śród kilku dostępnych programów w związku z jej do-
kładniejszymi wynikami w stosunku do innych progra-
mów opartych na algorytmie EM [104]. W celu uzyska-
nia lepszej precyzji rozdziału fazowego i dokładniejszych
współczynników rekombinacji określanych przez pro-
gram PHASE, do obliczeń wprowadzono fizyczną odle-
głość wyrażoną w liczbie bp pomiędzy centralnymi punk-
tami badanych genów, zgodnie z danymi dostępnymi
w bazie National Center for Biotechnology Information
(NCBI) [105]. W celu zachowania zwięzłości zapisu nazw
haplotypów złożonych z sześciu loci zastosowano skró-
cone symbole oparte na cyfrowym oznaczeniu grupy al-
leli centralnego locus regionu MHC (HLA-B), po któ-
rym stawiano kropkę, liczbę oznaczającą miejsce na li-
ście częstości danej grupy alleli oraz skrót AH.
4.2. Procedura dominacji bloków haplotypowych
o najwyższej asocjacji
Zgodnie z modelem zaniku nierównowagi sprzężeń
wraz z fizyczną odległością genów [97] założono, że
wystąpienie rekombinacji w konserwatywnym haploty-
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pie w obszarze bliskim funcjonalnego genu powoduje
zmniejszenie asocjacji części genów. Dzięki temu loci
luźniej związane z fenotypem wykazują słabszą asocja-
cję (wyższą wartość p) niż loci ściślej związane, a zwłasz-
cza loci sprawcze. Za znamienne uznawano jedynie
najniższe wartości p dla najwęższych bloków haploty-
powych, jeśli były one mniejsze niż 0,05. Wyższe warto-
ści p (nawet wówczas, gdy miały one wartość < 0,05)
lub równe p dla szerszych bloków haplotypowych uwa-
żano za wynik LD, zgodnie z modelem spadku LD wraz
ze wzrostem fizycznej odległości od genu sprawczego
[97]. W ten sposób procedura dominacji bloków o naj-
wyższej asocjacji była w populacji niespokrewnionych
pacjentów ukierunkowana na różnicowanie pomiędzy
asocjacją gen–fenotyp a nierównowagą sprzężeń gen–
–gen, a także pozwalała na ograniczenie ewentualne-
go wpływu wielokrotnych porównań.
4.3. Określanie globalnych wskaźników genetyki
populacyjnej u pacjentów z ChN
Odchylenie badanych loci od równowagi Hardy’ego-Wein-
berga (HWE, Hardy-Weinberg equilibrium), globalną LD
i globalną nierównowagę genotypową pomiędzy sąsied-
nimi loci określano metodą łańcucha Markova wyzna-
czając dokładną wartość p, przy 5000 cykli dememory-
zacyjnych, 500 seriach estymacji i 5000 iteracji w każdej
serii. Obliczenia wykonano przy użyciu oprogramowa-
nia genetyki populacyjnej GENEPOP v. 3.4, dostępne-
go on-line (http://genepop.curtin.edu.au/) [106]. Współ-
czynnik rekombinacji pomiędzy sąsiednimi loci określa-
no przy użyciu oprogramowania PHASE v. 2.1. [104].
Nierównowagę sprzężeń alleli haplotypu 8.1AH wylicza-
no wg Lewontina [97] jako wartość względnej delty (rD,
relative delta). Określano najpierw wartość delty (Dij)
zgodnie ze wzorem Dij = pij–pipj, a następnie wartość
Dij była dzielona przez jej wartość maksymalną (Dmaks)
przy danych wartościach częstości alleli, ponieważ rD =
= Dijmaks; gdzie pij oznacza częstość haplotypu zawiera-
jącego allele i oraz j, pi oraz pj oznaczają odpowiednio
częstości alleli i oraz j, a Dijmaks jest to albo min[pipj,
(1-pi)(1-pj)], jeżeli Dij < 0 albo min [(1-pi)pj, pi(1-pj)],
jeżeli Dij > 0 [97]. Aczkolwiek rD nie posiada matema-
tycznego znaku, to jednak przed wartością rD dodano
znak matematyczny odpowiedniej wartości Dij w celu
wskazania, czy allele występują razem w obrębie haplo-
typu częściej czy rzadziej od częstości spodziewanej.
IV. WYNIKI
1. Związek alleli HLA z zachorowaniem
i przebiegiem klinicznym ChN
Część alleli HLA wykazywała istotny statystycznie zwią-
zek z częstością zachorowań na ChN (tab. 2). Najsil-
niejszą asocjację wykazano dla HLA-Cw*04 (33%
i 18% odpowiednio u pacjentów i w grupie kontrolnej,
RR = 2,21, p = 0,0067), co świadczy o zwiększonym
ryzyku zachorowania na ChN u osób Cw*04+. Wyka-
zano również tendencję do występowania zwiększonej
częstości alleli DRB1*01, DRB1*03, DRB1*07, A*02,
B*35, B*51 i Cw*15 w badanej grupie (RR > 1,50;
p = 0,05–0,15), co również sugeruje zwiększoną czę-
stość zachorowań na ChN osób z tymi allelami (tab. 2).
Dla alleli HLA-A*31, A*32, B*53, B*57, Cw*03,
Cw*06, Cw*07 DRB1*04 i DRB1*13 wykazano istot-
ne statystycznie obniżenie częstości, a tym samym
ochronną rolę pod względem zachorowań na ChN
(p < 0,05; RR < 0,6). Zależności te nie były silne i nie
utrzymały swojej istotności statystycznej po korekcie
metodą Bonferoniego (tab. 2).
Szczegółową analizę związku alleli HLA z FFP i OS
przedstawiono w tabeli 3. Allele klasy II HLA-DRB1*01
i DRB1*14 wpływały negatywnie na FFP (odpowied-
nio: RR = 1,68, p = 0.052 i RR = 2,63, p = 0,0044),
zaś allele A*32, A*68, Cw*16 i DRB1*09 wpływały nie-
korzystnie na OS (tab. 3). Korzystne oddziaływanie na
FFP wykazały allele klasy I HLA-Cw*05 i B*07, a A*02
wykazał korzystne oddziaływanie na OS.
2. Ogólna charakterystyka genetyczna regionu
MHC u pacjentów z ChN
W celu scharakteryzowania wzajemnych zależności
sześciu polimorficznych loci MHC w grupie pacjen-
tów z ChN przeprowadzono globalne badania gene-
tyczne (tab. 4). W grupie kontrolnej nie stwierdzono
występowania odchyleń badanych loci genetycznych
od HWE (p > 0,05). Natomiast w grupie pacjentów
z ChN wykazano istotne statystycznie odchylenie od tej
równowagi w obrębie locus HLA-B (p = 0,031, ±SE
= 0,001). W badanym obszarze MHC nie wykryto
podregionów o podwyższonej częstości rekombinacji
u pacjentów z ChN. Mediana współczynnika rekom-
binacji w obszarach pomiędzy loci Cw-B i TNF-DRB1
była zbliżona do przeciętnej dla całego genomu (tab. 4).
Mediana (±SE) współczynnika rekombinacji pomię-
dzy parami pozostałych loci była znacznie niższa od
przeciętnej (0,77 ± 0,18; 0,72 ± 0,18 i 0,65 ± 0,20,
odpowiednio dla fragmentów A-Cw, B-LTA i LTA-
TNF). Zakres zmienności współczynnika rekombina-
cji wokół mediany (tab. 4) był szeroki we wszystkich
badanych podregionach. Zgodnie z przewidywaniem,
stwierdzono silną globalną LD w całym obszarze
MHC, potwierdzoną przez silną genotypową LD
o najwyższej istotności statystycznej w podregionie
LTA–TNF (tab. 4). Allel TNF-308A wykazywał silną do-
datnią LD z allelami HLA-A*01, B*08, Cw*07,
DRB1*03 oraz LTA+252G należącymi do 8.1AH (od-
powiednio: rDA1 = +0,45, p = 0,050; rDB8 = +0,75,
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Tabela 2. Zbiorcze wyniki analizy związku alleli HLA A, B, C i DRB1 z występowaniem ChN. RR, wskaźnik względnego ryzyka;
P, poziom istotności w teście Fishera, poddany korekcie według Yatesa, w przypadkach, gdy liczba pacjentów lub osób
kontrolnych < 5; pcorr, skorygowany dla 72 powtórzeń poziom istotności związku zgodnie z metodą nierównoważności
według Bonferoniego
Pacjenci Kontrola Pacjenci Kontrola
Allel n = 154 n = 120 RR p pcorr Allel n = 154 n = 120 RR p pcorr
% % % %
A*01 31 20,1 35 29,2 0,61 0,08 1,00 B*51 29 18,8 15 12,5 1,62 0,16 1,00
A*02 85 55,2 56 46,7 1,41 0,16 1,00 B*52 6 3,9 3 2,5 1,58 0,52 1,00
A*03 40 26,0 31 25,8 1,01 0,98 1,00 B*53 0 0 4 3,3 0,08 0,024 0,83
A*11 20 13,0 12 10,0 1,34 0,45 1,00 B*55 3 1,9 8 6,7 0,28 0,06 0,99
A*23 10 6,5 3 2,5 2,71 0,14 1,00 B*56 1 0,6 0 0 2,36 0,49 1,00
A*24 30 19,5 26 21,7 0,87 0,66 1,00 B*57 1 0,6 9 7,5 0,08 0,018 0,72
A*25 3 1,9 2 1,7 1,17 0,86 1,00 B*58 3 1,9 4 3,3 0,58 0,48 1,00
A*26 8 5,2 11 9,2 0,54 0,20 1,00 B*78 2 1,3 0 0 3,95 0,24 1,00
A*29 12 7,8 14 11,7 0,64 0,28 1,00 Cw*01 11 7,1 7 5,8 1,24 0,66 1,00
A*30 14 9,1 10 8,3 1,10 0,83 1,00 Cw*02 20 13,0 16 13,3 0,97 0,93 1,00
A*31 5 3,2 12 10,0 0,30 0,029 0,88 Cw*03 18 11,7 26 21,7 0,48 0,028 0,87
A*32 10 6,5 18 15,0 0,39 0,025 0,83 Cw*04 51 33,1 22 18,3 2,21 0,0067 0,38
A*33 10 6,5 6 5,0 1,32 0,60 1,00 Cw*05 20 13,0 21 17,5 0,70 0,30 1,00
A*34 1 0,6 1 0,8 0,78 0,86 1,00 Cw*06 19 12,3 27 22,5 0,48 0,027 0,87
A*66 2 1,3 1 0,8 1,57 0,72 1,00 Cw*07 65 42,2 65 54,2 0,62 0,050 0,97
A*68 11 7,1 14 11,7 0,58 0,20 1,00 Cw*08 17 11,0 13 10,8 1,02 0,96 1,00
A*69 0 0 1 0,8 0,26 0,27 1,00 Cw*12 19 12,3 17 14,2 0,85 0,66 1,00
A*80 1 0,6 0 0 2,36 0,49 1,00 Cw*14 6 3,9 5 4,2 0,93 0,91 1,00
B*07 21 13,6 19 15,8 0,84 0,61 1,00 Cw*15 17 11,0 7 5,8 2,00 0,14 1,00
B*08 24 15,6 21 17,5 0,87 0,67 1,00 Cw*16 21 13,6 17 14,2 0,96 0,90 1,00
B*13 7 4,5 5 4,2 1,10 0,88 1,00 Cw*17 6 3,9 3 2,5 1,58 0,52 1,00
B*14 17 11,0 12 10,0 1,12 0,78 1,00 Cw*18 1 0,6 0 0 2,36 0,49 1,00
B*15 20 13,0 19 15,8 0,79 0,50 1,00 DRB1*01 47 30,5 27 22,5 1,51 0,14 1,00
B*18 15 9,7 12 10,0 0,97 0,94 1,00 DRB1*03 43 27,9 24 20,0 1,55 0,13 1,00
B*27 9 5,8 8 6,7 0,87 0,78 1,00 DRB1*04 30 19,5 36 30,0 0,56 0,045 0,96
B*35 36 23,4 19 15,8 1,62 0,12 1,00 DRB1*07 36 23,4 20 16,7 1,53 0,17 1,00
B*37 3 1,9 8 6,7 0,28 0,06 0,99 DRB1*08 9 5,8 9 7,5 0,77 0,58 1,00
B*38 9 5,8 5 4,2 1,43 0,53 1,00 DRB1*09 4 2,6 2 1,7 1,57 0,60 1,00
B*39 5 3,2 7 5,8 0,54 0,31 1,00 DRB1*10 5 3,2 2 1,7 1,98 0,42 1,00
B*40 12 7,8 15 12,5 0,59 0,20 1,00 DRB1*11 42 27,3 36 30,0 0,88 0,62 1,00
B*41 5 3,2 4 3,3 0,97 0,97 1,00 DRB1*12 5 3,2 5 4,2 0,77 0,69 1,00
B*42 2 1,3 1 0,8 1,57 0,72 1,00 DRB1*13 32 20,8 38 31,7 0,57 0,042 0,95
B*44 52 33,8 34 28,3 1,29 0,34 1,00 DRB1*14 12 7,8 12 10,0 0,76 0,52 1,00
B*45 3 1,9 4 3,3 0,58 0,48 1,00 DRB1*1501 28 18,2 19 15,8 1,18 0,61 1,00
B*46 1 0,6 0 0 2,36 0,49 1,00 DRB1*1502 4 2,6 4 3,3 0,77 0,72 1,00
B*47 0 0 1 0,8 0,26 0,27 1,00 DRB1*1601 5 3,2 9 7,5 0,41 0,12 1,00
B*49 7 4,5 7 5,8 0,77 0,63 1,00 DRB1*1602 1 0,6 0 0 2,36 0,49 1,00
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Tabela 3. Zbiorcze wyniki analizy związku alleli HLA-A, B, C i DRB1 z przebiegiem klinicznym nieziarniczych chłoniaków
złośliwych (n = 154). Ocenie poddano tylko allele, które wystąpiły u 5 lub więcej pacjentów. 95% CI — przedział ufności;
FFP — przeżycie wolne od progresji choroby; n.b. — nie badano; OS — całkowite przeżycie; p — poziom istotności
w modelu regresji F proporcjonalnego hazardu Coxa; RR — wskaźnik względnego ryzyka
Allel Liczba
nosicieli RR 95% CI p RR 95% CI p
A*01 31 1,26 0,70–2,24 0,43 1,55 0,72–3,32 0,25
A*02 82 0,71 0,43–1,16 0,17 0,49 0,24–1,00 0,050
A*03 38 0,90 0,49–1,62 0,71 1,00 0,44–2,23 0,99
A*11 19 0,88 0,40–1,95 0,76 0,78 0,23–2,57 0,68
A*23 10 0,67 0,20–2,13 0,49 0,98 0,23–4,12 0,98
A*24 30 1,19 0,64–2,19 0,56 1,26 0,54–2,91 0,58
A*25 3 n.b. – – n.b. – –
A*26 8 1,22 0,49–3,05 0,66 0,50 0,06–3,68 0,49
A*29 12 1,22 0,48–3,05 0,67 0,91 0,21–3,82 0,89
A*30 14 0,96 0,41–2,22 0,92 0,86 0,25–2,81 0,79
A*31 5 0,84 0,11–6,11 0,86 2,58 0,34–19,4 0,35
A*32 10 1,30 0,51–3,23 0,58 3,83 1,45–10,1 0,0065
A*33 9 1,01 0,36–2,79 0,97 0,46 0,06–3,42 0,45
A*34 1 n.b. – – n.b. – –
A*66 2 n.b. – – n.b. – –
A*68 11 1,95 0,88–4,29 0,097 3,39 1,27–9,04 0,015
A*80 1 n.b. – – n.b. – –
B*07 21 0,44 0,18–1,01 0,055 0,97 0,37–2,53 0,95
B*08 24 1,65 0,87–3,10 0,12 2,11 0,94–4,70 0,070
B*13 7 1,11 0,40–3,05 0,84 0,48 0,06–3,53 0,46
B*14 17 1,84 0,93–3,63 0,077 1,40 0,53–3,67 0,49
B*15 20 1,01 0,48–2,11 0,98 0,79 0,24–2,59 0,69
B*18 15 1,04 0,44–2,41 0,92 1,03 0,31–3,4 0,95
B*27 9 0,44 0,10–1,81 0,25 0,60 0,08–4,37 0,61
B*35 36 1,30 0,71–2,36 0,38 1,49 0,68–3,26 0,31
B*37 3 n.b. – – n.b. – –
B*38 9 1,18 0,47–2,94 0,72 0,59 0,13–2,56 0,48
B*39 5 0,39 0,05–2,82 0,35 0,99 0,23–5,26 0,99
B*40 12 0,46 0,14–1,48 0,19 0,36 0,04–2,63 0,31
B*41 5 0,92 0,22–3,75 0,90 1,34 0,18–9,96 0,77
B*42 2 n.b. – – n.b. – –
B*44 51 0,70 0,40–1,21 0,21 0,76 0,34–1,63 0,47
B*45 3 n.b. – – n.b. – –
B*46 1 n.b. – – n.b. – –
B*49 7 1,09 0,39–3,01 0,86 0,62 0,08–4,57 0,64
FFP OS
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Tabela 3. Ciąg dalszy
Allel Liczba
nosicieli RR 95% CI p RR 95% CI p
B*50 7 0,57 0,13–2,31 0,42 0,65 0,08–4,78 0,67
B*51 29 1,00 0,54–1,83 0,99 0,75 0,30–1,82 0,52
B*52 6 0,98 0,35–2,71 0,96 0,99 0,23–4,16 0,98
B*55 3 n.b. – – n.b. – –
B*56 1 n.b. – – n.b. – –
B*57 1 n.b. – – n.b. – –
B*58 3 n.b. – – n.b. – –
B*78 2 n.b. – – n.b. – –
Cw*01 11 1,03 0,37–2,85 0,94 2,00 0,59–6,67 0,26
Cw*02 20 0,76 0,36–1,59 0,46 0,17 0,02–1,23 0,080
Cw*03 18 0,82 0,35–1,9 0,64 0,58 0,13–2,43 0,45
Cw*04 49 1,34 0,78–2,29 0,27 1,57 0,74–3,28 0,23
Cw*05 21 0,40 0,15–0,99 0,048 0,55 0,16–1,8 0,32
Cw*06 18 0,63 0,26–1,46 0,28 0,37 0,08–1,54 0,17
Cw*07 65 1,08 0,66–1,75 0,75 1,32 0,67–2,59 0,41
Cw*08 16 1,66 0,81–3,38 0,16 1,13 0,39–3,26 0,82
Cw*12 19 0,87 0,43–1,76 0,70 0,64 0,22–1,84 0,40
Cw*14 6 1,13 0,40–3,12 0,81 0,71 0,16–3,04 0,65
Cw*15 17 0,74 0,29–1,83 0,51 0,25 0,03–1,81 0,16
Cw*16 21 1,61 0,86–3,02 0,13 2,46 1,09–5,56 0,030
Cw*17 6 1,18 0,36–3,76 0,78 2,43 0,57–10,2 0,22
Cw*18 1 n.b. – – n.b. – –
DRB1*01 40 1,68 0,99–2,83 0,052 0,78 0,34–1,75 0,55
DRB1*03 38 1,03 0,56–1,85 0,90 1,25 0,55–2,79 0,59
DRB1*04 25 0,86 0,45–1,62 0,64 0,87 0,35–2,12 0,75
DRB1*07 33 1,33 0,76–2,31 0,31 1,31 0,60–2,83 0,49
DRB1*08 12 0,74 0,27–2,03 0,56 0,82 0,19–3,38 0,77
DRB1*09 5 2,08 0,75–5,69 0,15 4,63 1,41–15,1 0,011
DRB1*10 6 1,34 0,42–4,27 0,61 0,89 0,12–6,5 0,91
DRB1*11 48 0,57 0,32–1,02 0,059 0,61 0,27–1,37 0,23
DRB1*12 6 2,25 0,82–6,15 0,11 1,36 0,32–5,74 0,67
DRB1*13 31 0,80 0,42–1,49 0,48 1,06 0,43–2,61 0,89
DRB1*14 16 2,63 1,35–5,13 0,0044 2,18 0,90–5,22 0,080
DRB1*1501 28 0,49 0,22–1,07 0,075 0,64 0,24–1,66 0,36
DRB1*1502 5 1,62 0,58–4,48 0,34 0,69 0,09–5,06 0,71
DRB1*1601 6 1,06 0,25–4,32 0,93 0,81 0,10–5,97 0,83
DRB1*1602 2 n.b. – – n.b. – –
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p = 0,020; rDC7 = +0,30, p = 0,24; rDDR3= +0,38, p =
0,06 i rDLTAG = +0,94, p = 0,0009).
3. Związek haplotypów MHC z przebiegiem
klinicznym ChN
Przeprowadzona w grupie pacjentów z ChN procedu-
ra segregacji haplotypów wykazała istnienie 10 szero-
kich haplotypów o częstości haplotypowej (HF) powy-
żej 1% (częstości haplotypów i ich opis przedstawiono
w tab. 5). Przynajmniej jeden spośród haplotypów
o wysokiej częstości występował u 55 (36%) spośród
154 badanych chorych. Mediana prawdopodobieństwa
prawidłowej segregacji haplotypów u tych 55 pacjen-
tów była równa pmed = 0,967 (0,410–1,000), co potwier-
dziło użyteczność i wiarygodność określania segregacji
haplotypów MHC o wysokiej częstości przy użyciu opro-
gramowania PHASE 2.1.
Tylko jeden spośród 10 częstych haplotypów obejmu-
jących wszystkie 6 badanych loci, to jest 35.1AH, wy-
kazywał istotny związek ze skróceniem FFP (p = 0,034;
mediana FFP 262 d, tab. 5). Żaden spośród szerokich
haplotypów nie miał istotnego znaczenia dla OS. Co
ciekawe jednak, kilka krótszych bloków haplotypowych
Tabela 4. Względny współczynnik rekombinacji, fizyczny dystans w tysiącach par zasad (kb) oraz poziom istotności nierów-
nowagi sprzężeń (LD) pomiędzy sąsiednimi loci obserwowane u 154 pacjentów z ChN, u których zbadano 6 loci genowych.
Względny współczynnik rekombinacji wyrażono w postaci proporcji estymowanej liczby przypadków rekombinacji na fi-
zycznym dystansie pomiędzy loci wyrażonym w bp w stosunku do średniej liczby rekombinacji w ludzkim genomie (10-8 bp-1).
Względny współczynnik rekombinacji równy 1,00 oznacza brak odchylenia od średniej. SE — błąd standardowy
Charakterystyka Pary sąsiednich loci
A-Cw Cw-B B-LTA LTA-TNF TNF-DRB1
Względny współczynnik 0,77 ± 0,18 1,03 ± 0,26 0,72 ± 0,18 0,65 ± 0,20 1,04 ± 0,39
rekombinacji (mediana ± SE)
Przedział wartości współczynnika 0,02–9,1 0,07–15,5 0,02–14,8 0,05–9,5 0,06–29,7
rekombinacji
Fizyczny dystans pomiędzy loci, kb 1326 84 217 4 957
Globalna LD, P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,00001 0,021
Genotypowa LD, P 0,73 0,0023 0,18 < 0,00001 0,28
Tabela 5. Allele składowe i częstość haplotypowa (HF) konserwatywnych haplotypów (AH), złożonych z 6 loci oraz ich
związek z przeżyciem wolnym od progresji choroby (FFP) i całkowitym czasem przeżycia (OS) chorych z ChN. Przedstawiono
tylko haplotypy o częstości równej lub wyższej niż 1%; p — poziom istotności w modelu regresji F proporcjonalnego hazar-
du Coxa; SE — błąd standardowy
Symbol Konserwatywne haplotypy HF SE FFP OS
A Cw B LTA+252 TNF-308 DRB1 P P
1 8.1 01 07 08 G A 03 0,0304 0,0028 0,075 0,51
2 7.1 03 07 07 A G 1501 0,0258 0,0026 0,12 0,27
3 44.1 29 16 44 A G 07 0,0232 0,0019 0,92 0,99
4 14.1 33 08 14 A G 01 0,0216 0,0017 0,65 0,53
5 35.1 11 04 35 A G 01 0,0180 0,0021 0,034 0,78
6 7.2 02 07 07 A G 1501 0,0133 0,0026 0,35 0,77
7 35.2 03 04 35 A G 01 0,0131 0,0035 0,95 0,96
8 44.2 02 05 44 A G 04 0,0127 0,0028 0,80 0,89
9 13.1 02 06 13 A G 07 0,0115 0,0017 0,30 0,26
10 44.3 02 05 44 A G 13 0,0102 0,0035 0,11 0,38
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wykazało istotny statystycznie związek z FFP i/lub OS
w kierunku korzystnym lub niekorzystnym. W celu oce-
ny związku krótszych fragmentów haplotypów MHC
z przebiegiem klinicznym ChN wdrożono oryginalną me-
todę określania dominacji bloków haplotypowych o naj-
wyższej asocjacji (patrz rozdz. „Materiał i metody”).
W przypadku haplotypów 8.1AH i 7.1AH wykazano
metodą mapowania genetycznego dwa przeciwstawne
typy związków (ryc. 1). Dla każdego spośród bloków
złożonych z dwóch sąsiednich loci należących do 8.1AH
wartość współczynnika względnego ryzyka (RR) skró-
cenia FFP i OS była wyższa od (lub bliska) jedności,
wskazując na bardziej agresywny przebieg choroby
u nosicieli tych fragmentów. Haplotyp B*08-LTA+252G
był jedynym fragmentem należącym do 8.1AH, złożo-
nym z 2 loci, dla którego skrócenie FFP i OS było istot-
ne statystycznie (odpowiednio: p = 0,0084, RR = 2,45,
mediana 322 d i p = 0,021, RR = 2,63, 381 d).
Analiza dłuższych, to jest obejmujących 3 loci fragmen-
tów 8.1AH (rozszerzonych o 1 locus zarówno w kie-
runku centromeru, jak i telomeru), wykazała silniejsze
niekorzystne oddziaływanie na FFP i OS niż w przy-
padku fragmentu krótszego (tab. 6). W wyniku tego
oddziaływania, blok haplotypowy Cw*07-B*08-
LTA+252G-TNF-308A obejmujący 4 loci (przedstawiony na
ryc. 1 jako dwukierunkowa strzałka), wykazywał najsil-
niejsze niekorzystne oddziaływanie spośród wszystkich
analizowanych bloków (p = 0,00045; RR = 3,26; 295 d
i p = 0,0086; RR = 2,99; 344 d, odpowiednio dla FFP
i OS). Analiza jeszcze dłuższych bloków haplotypowych
obejmujących 5 lub 6 loci wykazała słabszą asocjację
z wyznacznikami klinicznego przebiegu ChN, co może
sugerować, że główną przyczyną związku dystalnych
alleli należących do 8.1AH, tj. A*01 i DRB1*03 z prze-
biegiem klinicznym ChN jest LD (siłę związków haplo-
typów złożonych z 5 loci przedstawiono w tab. 6,
a siłę związku 8.1AH złożonego z 6 loci, w tab. 5). Ry-
cina 2 przedstawia analizę przebiegu klinicznego ChN
u pacjentów posiadających w swoim genotypie jedynie
allel TNF-308A lub haplotyp Cw*07-B*08-LTA+252G-TNF-308A
obejmujący 4 loci. Niekorzystny wpływ haplotypu zło-
żonego z 4 loci był znacznie silniej wyrażony niż wpływ
samego allelu TNF-308A, zarówno na FFP, jak i na OS
(ryc. 2).
W przeciwieństwie do 8.1AH, analiza 7.1AH wykazała
korzystny wpływ wszystkich fragmentów składowych na
przebieg kliniczny ChN, na co wskazuje niższa od jed-
ności wartość RR wszystkich bloków składowych, za-
równo w przypadku FFP (ryc. 1), jak i OS. Składnikiem
7.1AH najsilniej związanym z korzystnym FFP i OS był
allel TNF-308G (odpowiednio: p = 0,0064, RR = 0,24,
518 d i p = 0,0049, RR = 0,17, 696 d, tab. 6). Bloki
haplotypowe rozszerzone do 2 (LTA+252A-TNF-308G
i TNF-308G-DRB1*1501, ryc. 1), a także 3 sąsiednich loci,
w kierunku telomeru lub centromeru, poczynając od
TNF-308G (tab. 6), wykazywały równą lub słabszą asocja-
cję z przebiegiem klinicznym ChN, co wskazuje na LD
jako główną przyczynę oddziaływania pozostałych
składników 7.1AH.
Pozostałe częste, szerokie haplotypy MHC poddano
podobnej analizie fragmentów w celu zróżnicowania
pomiędzy dominującą asocjacją a LD (tab. 6, dane
zbiorcze). W obrębie szerokiego haplotypu 35.1AH
wykryto bardziej skomplikowany wzór związku. Oprócz
allelu TNF-308G o korzystnym oddziaływaniu haplotyp
35.1AH zawierał również dwa dystalne bloki o nieko-
rzystnym wpływie na FFP. Jednym z nich był haplotyp
A*11-Cw*04, dominujący blok w obrębie MHC klasy I
o niekorzystnym wpływie (p = 0,011; RR = 3,35; 235 d),
a drugim był haplotyp TNF-308G-DRB1*01 (p = 0,023;
RR = 1,85; 382 d) położony na styku regionu klasy III
i II MHC. Rycina 3 przedstawia analizę czasu przeży-
cia pacjentów z ChN w zależności od posiadania ha-
Rycina 1. Mapowanie konserwatywnych haplotypów 8.1AH
i 7.1AH; test asocjacji bloków haplotypowych złożonych
z dwóch sąsiednich loci z FFP u 154 pacjentów z ChN. Sym-
bole oznaczają położenie środka każdego z fragmentów zło-
żonych z 2 sąsiednich loci należących do  8.1AH i  7.1AH;
 wskazuje położenie wartości RR i p oraz rozległość
fragmentu złożonego z 4 loci: Cw7-B8-LTA+252G-TNF-308A, o
długości 305 kb, należącego do 8.1AH. Osie poziome okre-
ślają fizyczną odległość wyrażoną w tysiącach par zasad (ki-
lobases, kb). Osie pionowe wskazują wartości RR (panel a) i
P (panel b, w skali logarytmicznej) określone w teście F Coxa;
p < 0,05 uznano za poziom istotny statystycznie. Orientacja
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Tabela 6. Analiza dominacji 32 bloków haplotypowych o najwyższej asocjacji, wchodzących w skład konserwatywnych haplotypów, które oddziaływały na przeżycie wolne od
progresji choroby (FFP) lub całkowite przeżycie (OS) u 154 pacjentów z ChN, wraz z medianą czasu przeżycia (dni). Bloki o dominującej asocjacji pogrubiono. RR — wskaźnik
względnego ryzyka zgodnie ze wzorem e-b; p — poziom istotności; b — współczynnik regresji w modelu regresji F proporcjonalnego hazardu Coxa; 95% CI — 95% przedział ufności
Konserwa- Liczba
tywny Liczba nosi-
Lp. haplotyp loci A Cw B LTA+252 TNF–308 DRB1 cieli Mediana RR 95% CI p Mediana RR 95% CI p
1 8.1 2 B*08 G 18 322 2,45 1,23–4,88 0,00836 381 2,63 1,12–6,17 0,02119
2 8.1 3 Cw*07 B*08 G 17 302 2,58 1,29–5,12 0,00512 400 2,75 1,16–6,44 0,01635
3 8.1 3 B*08 G A 17 302 3,07 1,52–6,18 0,00094 361 2,85 1,21–6,70 0,01217
4 8.1 4 Cw*07 B*08 G A 16 295 3,26 1,62–6,55 0,00045 344 2,99 1,27–7,01 0,00860
5 8.1 4 B*08 G A DRB1*03 13 288 2,57 1,15–5,73 0,01652 288 1,74 0,59–5,06 0,30711
6 8.1 4 A*01 Cw*07 B*08 G 15 302 2,20 1,03–4,67 0,03461 400 2,48 1,00–6,12 0,04255
7 8.1 5 A*01 Cw*07 B*08 G A 14 295 2,84 1,32–6,08 0,00497 344 2,72 1,09–6,73 0,02432
8 8.1 5 Cw*07 B*08 G A DRB1*03 12 248 2,78 1,24–6,18 0,00898 255 1,84 0,63–5,36 0,26311
9 8.1 3 A*01 Cw*07 B*08 15 302 2,20 1,03–4,67 0,03461 400 2,48 1,00–6,12 0,04255
10 8.1 1 A 36 431 1,32 0,75–2,3 0,32580 585 1,64 0,78–3,42 0,19016
11 8.1 1 G 36 469 1,22 0,70–2,13 0,47464 753 1,36 0,64–2,90 0,42094
12 8.1 2 G A 28 431 1,31 0,71–2,41 0,38235 528 1,31 0,56–3,02 0,53343
13 1 G 148 518 0,24 0,08–0,67 0,00639 696 0,17 0,05–0,58 0,00492
14 1 A 150 509 0,34 0,08–1,38 0,13214 696 0,30 0,03–2,20 0,23532
15 2 A G 148 518 0,24 0,08–0,67 0,00639 696 0,17 0,05–0,58 0,00492
16 7.1; 7.2 2 G DRB1*1501 28 618 0,49 0,22–1,07 0,07472 745 0,94 0,36–2,46 0,90713
17 7.1; 7.2 3 B*07 A G 20 772 0,37 0,14–0,91 0,03249 812 0,79 0,27–2,26 0,66576
18 7.1; 7.2 3 A G DRB1*1501 27 657 0,42 0,18–0,98 0,04567 722 0,98 0,37–2,56 0,97244
19 35.1 2 A*11 Cw*04 8 235 3,35 1,32–8,51 0,01086 262 2,34 0,54–10,0 0,25117
20 35.1 2 Cw*04 B*35 33 336 1,27 0,68–2,34 0,44827 474 1,92 0,87–4,17 0,10154
21 35.1 3 A*11 Cw*04 B*35 « 8 235 3,35 1,32–8,51 0,01086 262 2,34 0,54–10,0 0,25117
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plotypów A*11-Cw*04 i TNF-308G-DRB1*01. Nieko-
rzystny wpływ każdego z tych haplotypów na FFP był
wyraźnie widoczny, natomiast analiza OS nie była in-
formatywna z powodu zbyt małej liczby kompletnych
obserwacji.
Wszystkie pozostałe szerokie haplotypy o najwyższej
częstości (tj. 7.2AH, 13.1AH, 14.1AH, 35.2AH,
44.1AH, 44.2AH i 44.3AH) również zawierały korzyst-
ny allel TNF-308G (tab. 5). Pozostałe bloki i allele skła-
dowe tych haplotypów nie wykazywały istotnego wpły-
wu na przebieg kliniczny ChN, z wyjątkiem alleli Cw*16
i Cw*05 należących do haplotypów 44.1AH, 44.2AH
i 44.3AH. Allel Cw*16 wykazywał niekorzystny wpływ
na OS (p = 0,030; RR = 2,46; 596 d), a Cw*05 korzyst-
nie oddziaływał na FFP (p = 0,048; RR = 0,40; 617 d).
Obustronnie rozszerzone bloki złożone z 2 loci wyka-
zywały nieco niższą asocjację z przebiegiem klinicznym
ChN niż same allele Cw*05 i Cw*16 (tab. 6).
Łączna analiza dominacji bloków haplotypowych
o najwyższej asocjacji przeprowadzona dla 10 haploty-
pów o najwyższej częstości wykazała pierwotny nega-
tywny wpływ 3 bloków haplotypowych (Cw*07-B*08-
LTA+252G-TNF-308A, A*11-Cw*04 i TNF-308G-DRB1*01)
oraz jednego allelu (Cw*16) na przebieg kliniczny ChN.
Ta sama analiza wykazała korzystny wpływ dwóch alle-
li, w tym TNF-308G i Cw*05.
Wszystkie dominujące bloki i allele o najwyższej aso-
cjacji włączono do analizy wieloczynnikowej wraz ze
składowymi IPI. Dwa bloki haplotypowe Cw*07-B*08-
LTA+252G-TNF-308A i TNF-308G-DRB1*01 pozostały włą-
czone do modelu wieloczynnikowego. Obydwa wyka-
zały istotną statystycznie wartość prognostyczną skró-
conego FFP (odpowiednio: p = 0,024 i p = 0,027), nie-
zależną od IPI (p = 0,00044).
4. Osoczowe stężenia TNF
i jego rozpuszczalnych receptorów p55 i p75
Osoczowe stężenia TNF wykazywały tendencję do wyż-
szych wartości u nosicieli Cw*07-B*08-LTA+252G-TNF-308A,
A*11-Cw*04, TNF-308G-DRB1*01 i Cw*16, lecz wzrost
stężenia TNF nie był istotny statystycznie, a jego war-
tości wahały się w szerokich granicach. Osoczowe stę-
żenia rozpuszczalnych receptorów p55 i p75 były istot-
nie podwyższone u nosicieli Cw*07-B*08-LTA+252G-
-TNF-308A (odpowiednio: p = 0,035 i p = 0,055) oraz
u nosicieli allelu Cw*16 (odpowiednio: p = 0,021
i p = 0,049).
Osoczowe stężenia TNF wykazywały tendencję do niż-
szych wartości u nosicieli TNF-308G i Cw*05 (p = 0,06),
natomiast poziomy rozpuszczalnych receptorów p55
i p75 były istotnie obniżone (dla p55 u nosicieli TNF-308G
i Cw*05 odpowiednio: p = 0,035 i p = 0,039, a dla p75
u nosicieli TNF-308G i Cw*05 odpowiednio: p = 0,025
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5. Repertuar cząsteczek HLA klasy I, biorących
udział w ligacji KIR
U każdego z badanych pacjentów stwierdzono wystę-
powanie 1–6 różnych alleli HLA klasy I, których pro-
dukty posiadają zdolność ligacji KIR. Zostały one skla-
syfikowane do grup C1, C2 i Bw4 ligandów KIR.
U pacjentów z ChN, którzy nie posiadali ligandów Bw4,
doszło do znamiennego skrócenia OS w stosunku do
nosicieli przynajmniej jednego ligandu Bw4 (p = 0,043,
ryc. 4). Niekorzystny wpływ niedoboru określonych grup
ligandów KIR był jeszcze silniejszy u tych pacjentów,
którzy jednocześnie nie posiadali ligandów grupy Bw4
i C1 (p = 0,015) (ryc. 4).
Zaobserwowano również, że występowaniu haplotypu
8.1AH często towarzyszył ograniczony repertuar ligan-
dów KIR. Aczkolwiek u 76 (50%) spośród 154 pacjen-
tów z ChN występowało od 4 do 6 różnych ligandów
KIR, to wszyscy nosiciele haplotypu Cw*07-B*08-
LTA+252G-TNF-308A posiadali mniej niż 4 różne allele
czynne w ligacji KIR (p = 0,0005, odds ratio (OR) =
= 38,4, 95% CI 4,96–297,8).
V. DYSKUSJA
1. Wpływ polimorfizmu alleli MHC klasy I i II
na zachorowanie i przebieg kliniczny ChN
W przedstawionym badaniu 154 pacjentów pochodze-
nia europejskiego i dobranej etnicznie grupy kontrol-
nej wykryto znacznie podwyższoną częstość allelu
Cw*04 u pacjentów z ChN, co może świadczyć o zwięk-
szonej podatności tej grupy na zachorowanie. We wcze-
śniejszych badaniach wykazano związek allelu Cw*04
z występowaniem ostrej białaczki limfoblastycznej
(OBL) [107]. Antygeny kodowane przez HLA-Cw*04
jako jedyne posiadają własność przyłączania i pobudza-
nia aktywującego receptora KIR2DS4 na komórkach
NK, co może uzasadniać i ukierunkowywać dalsze prace
Rycina 2. Przeżycie wolne od progresji choroby (FFP) i całkowity czas przeżycia (OS) 154 pacjentów z ChN w zależności od
posiadania samego allelu TNF-308A (panele A i B) lub haplotypu HLA-Cw*07-B*08-LTA+252G-TNF-308A (panele C i D). Linia
ciągła oznacza nosicieli allelu TNF-308A lub haplotypu Cw*07-B*08-LTA+252G-TNF-308A; linia przerywana, pozostałych pacjen-
tów; p — poziom istotności w teście F Coxa; , obserwacje kompletne; +, ucięte
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Rycina 3. Przeżycie wolne od progresji choroby (FFP) i całkowity czas przeżycia (OS) 154 pacjentów z ChN w zależności od
posiadania haplotypu A*11-Cw*04 (panele A i B) lub TNF-308G-DRB1*01 (panele C i D). Linia ciągła oznacza nosicieli haplo-
typu A*11-Cw*04 lub TNF-308G-DRB1*01; linia przerywana, pozostałych pacjentów; p — poziom istotności w teście F Coxa;
, obserwacje kompletne; +, ucięte
Rycina 4. Całkowite przeżycie 154 pacjentów z ChN w zależności od niedoboru ligandów KIR należących do grupy Bw4
(panel A) lub jednoczesnego niedoboru ligandów C1 i Bw4 (panel B). Linia ciągła oznacza pacjentów z niedoborem ligan-
dów KIR, a linia przerywana, pozostałych pacjentów; p — poziom istotności w teście F Coxa; , obserwacje kompletne;
+, ucięte
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nad regulacją komórek NK u pacjentów z chorobami
limfoproliferacyjnymi. Wykrycie niekorzystnego wpły-
wu allelu A*68 na OS (tab. 3) stanowi potwierdzenie
wyniku wcześniejszych badań Jeanneta i Magnina [108],
którzy wykryli zwiększone ryzyko wystąpienia ChN
u nosicieli antygenu A28, kodowanego głównie przez
allel A*68.
Niekorzystny wpływ allelu DRB1*01 objawiał się
w badanej grupie pacjentów z ChN skróceniem FFP
(tab. 3). Obserwacja ta pozostaje w zgodzie z wykazanym
wcześniej skróconym OS u pacjentów z przewlekłą bia-
łaczką limfocytową z komórek B (B-PBL), posiadających
allel DRB1*01 (p = 0,007) [109]. Patogenetyczne od-
działywanie tego allelu zostało dodatkowo potwierdzo-
ne w grupie pacjentów z B-PBL w analizie wieloczynni-
kowej, która wykazała jego niezależną wartość predyk-
cyjną dla skróconego OS (p = 0,005, RR = 3,84) [109].
W obecnym badaniu, a także w wielu wcześniejszych
doniesieniach [110–114] wykazano zwiększone ryzyko
zachorowania na ChN u nosicieli allelu DRB1*0901,
DRB1*07 lub DRB1*04. Wykazane asocjacje mogą być
zależne od ścisłego współwystępowania allelu DRB4*01
z każdym z powyższych alleli w ramach haplotypu HLA
klasy II (mechanizm tego sprzężenia omówiono w roz-
dziale „Dyskusja”, w sekcji „Wpływ polimorfizmu ha-
plotypów MHC na zachorowanie i przebieg kliniczny
ChN”).
Otrzymane w niniejszej pracy wyniki sugerują, że szcze-
gólnie niekorzystny przebieg choroby może zwrotnie
oddziaływać na stwierdzane asocjacje pomiędzy podat-
nością na zachorowanie na ChN a allelami HLA. Me-
chanizm tego oddziaływania może polegać na tym, że
wczesna progresja choroby i zgony części pacjentów
wybiórczo eliminują nosicieli i zmniejszają częstość
odpowiedzialnego allelu w grupie pacjentów z ChN.
Wystąpienie tego niekorzystnego zjawiska może wyja-
śniać obserwowane w naszej pracy asocjacje alleli A*32
i DRB1*14, bowiem silnemu skróconemu OS u nosi-
cieli A*32 (tab. 3) towarzyszyła znacznie zmniejszona
częstość tego allelu (tab. 2). Podobna sytuacja miała
miejsce w grupie nosicieli allelu DRB1*14, gdzie znacz-
nie skróconemu FFP (tab. 3) towarzyszyła niższa jego
częstość w grupie pacjentów z ChN (tab. 2). Paradok-
salnie więc, niższa częstość alleli A*32 i DRB1*14
w grupie pacjentów z ChN nie musi świadczyć o ich
ochronnym działaniu, lecz o negatywnej selekcji nosi-
cieli. W związku z tymi obserwacjami, pierwotnym zja-
wiskiem u nosicieli A*32 i DRB1*14 wydaje się być
niekorzystny przebieg kliniczny choroby, w wyniku któ-
rego zmniejsza się częstość szkodliwych alleli w bada-
nej grupie.
W badanej przez nas grupie chorych wykryto istotnie
niższą częstość i korzystne oddziaływanie kilku alleli
HLA na przebieg kliniczny ChN. Obniżona częstość
(zmniejszona podatność na zachorowanie na ChN)
dotyczyła alleli A*31, B*53, B*57, Cw*03, Cw*06,
Cw*07, DRB1*04 i DRB1*13, a korzystny przebieg
kliniczny choroby wystąpił u nosicieli A*02, B*07,
Cw*05 i DRB1*11. Dane te potwierdzają wcześniejsze
doniesienia opisujące obniżoną częstość i ochronną rolę
antygenu B17 [115] (kodowanego głównie przez allel
B*57) oraz ochronne działanie antygenu DR13 (kodo-
wanego przez DRB1*1302) [112] w zachorowaniu na
ChN. W B-PBL opisano wcześniej niekorzystny wpływ
braku allelu DRB1*15 w postaci skrócenia OS w gru-
pie pacjentów z fenotypem null-DRB1*15 (p = 0,015)
[109]. W niezależnych badaniach pacjentów z ChN
z Japonii stwierdzono obniżoną częstość allelu
DRB1*1501 [116], a w grupie pacjentów francuskich
wykryto podwyższoną częstość fenotypu null-DR2 [39],
co może potwierdzać ochronną rolę allelu DRB1*1501.
Podobną tendencję korzystnego wpływu allelu
DRB1*1501 na zachorowanie i przebieg kliniczny ChN
obserwowano w prezentowanej pracy (tab. 2 i 3).
Ochronna rola allelu A*02 może być natomiast zależ-
na od towarzyszącego zakażenia wirusowego. We wcze-
śniejszych pracach wykazano, że zakażenie HTLV-I jest
ściśle związane z dwoma jednostkami chorobowymi,
w tym z chłoniakiem osób dorosłych z komórek T
(ATLL, adult T-cell leukemia/lymphoma) i chorobą
o podłożu zapalnym, mielopatią zależną od HTLV-I/
/tropikalną spastyczną paraparezą (HAM/TSP, HTLV-I
associated myelopathy/tropical spastic paraparesis) [117].
Oddziaływanie allelu HLA-A*02 objawia się ochroną
przed HAM/TSP, ale działanie ochronne przeciwko
ATLL nie zostało potwierdzone [118]. Patomechanizm
obejmuje obniżenie liczby kopii wirusa w komórkach
T ze znacznikiem CD4 u nosicieli allelu A*02. Jedno-
cześnie, u pacjentów z HAM/TSP wykazano niezwykle
wysoki odsetek (do 10%) cytotoksycznych komórek T
ze znacznikiem CD8, rozpoznających swoiście białka
HTLV-I. Rozpoznają one głównie wirusowe białko Tax
[119]. Wszystkie cytotoksyczne komórki T znajdują się
w stanie przewlekłej aktywacji [118], przy czym stabili-
zuje się dynamiczna równowaga pomiędzy zakażony-
mi HTLV-I komórkami CD4+ a cytotoksyczną aktyw-
nością komórek skierowanych swoiście przeciwko biał-
ku Tax [120]. Dynamiczna proliferacja zakażonych
HTLV-I komórek T CD4+ może sprzyjać transforma-
cji chłoniakowej, a jednocześnie działanie ochronne
allelu A*02 może mieć niewielki wpływ pomimo znacz-
nie niższej liczby kopii prowirusa w zakażonych komór-
kach nosicieli allelu A*02 w stosunku do pacjentów
nieposiadających tego allelu [117]. Obserwacja ta su-
geruje z jednej strony, pośrednie (poprzez obniżoną licz-
bę kopii wirusa) oddziaływanie ochronne allelu A*02
u pacjentów z transformacją chłoniakową zależną od
zakażenia wirusowego, a z drugiej strony sugeruje ona,
że fakt infekcji wirusowej jest istotniejszym czynnikiem
karcynogennym niż wysoka liczba kopii wirusa w zaka-
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żonych komórkach. Hipoteza ta pozostaje w zgodzie z
obserwowanym w obecnej pracy słabym lub wtórnym
oddziaływaniem protekcyjnym allelu A*02.
Otrzymane wyniki wskazują również na alleloswoiste
oddziaływanie alleli HLA na przebieg kliniczny ChN.
O ile allel Cw*05 oddziaływał korzystnie na FFP, to allel
Cw*1601 był związany ze skróconym OS. Patogenetycz-
ne oddziaływanie polimorfizmu alleli locus HLA-C
może być związane z ich zróżnicowaną zdolnością wią-
zania receptorów KIR, albo też silną LD z innymi funk-
cjonalnymi składnikami MHC, gdyż oba wymienione
allele pozostają w nierównowadze sprzężeń z różnymi
allelami z grupy B*44. Potwierdza to wcześniejsze wy-
niki odnośnie wysokiej częstości antygenu B12 (kodo-
wanego głównie przez allele B*44) w różnych grupach
pacjentów z ChN [121, 122].
Zważywszy na niewielką siłę związku, patogenetyczne
oddziaływanie każdego allelu z osobna wydaje się być
ograniczone, ale jest również prawdopodobne, że ge-
notypy zawierające dwa lub kilka alleli z tej grupy
(tj. A*02, A*31, B*07, B*53, B*57, Cw*05, DRB1*04,
DRB1*11 i DRB1*13) mogą skutkować lepszą
ochroną. Jedną z głównych wad rozpoznania peptydów
typowych dla nowotworu jest niskie powinowactwo do
miejsc rozpoznania antygenowego w cząsteczkach
MHC klasy I i II i związana z tym faktem niska immu-
nogenność [123]. Dodatkowym warunkiem skutecznej
klinicznie odpowiedzi przeciwnowotworowej ze strony
komórek cytotoksycznych jest najprawdopodobniej jed-
noczesne rozpoznanie wielu różnych TAA w kontek-
ście własnych cząsteczek HLA klasy I [81].
Wzajemne oddziaływanie cząsteczek HLA klasy I,
współtworzących repertuar rozpoznania odpornościo-
wego, może również wpływać na odpowiedź przeciw-
chłoniakową. Na przykład, cytotoksyczne limfocyty T
skierowane swoiście przeciwko immunodominującemu
epitopowi FLRGRAYGL wirusa Epsteina-Barr gene-
rowane są w drodze prezentacji epitopu w kontekście
cząsteczki HLA kodowanej przez allel HLA-B*0801
[124]. U osób posiadających w swoim genotypie jedno-
cześnie allele HLA-B*0801 i B*4402 dochodzi jednak
do krzyżowej reaktywności komórek cytotoksycznych
posiadających TCR swoisty dla dimeru B0801/FLR-
GRAYGL z cząsteczką B4402 [124]. U tych osób za-
chodzi najprawdopodobniej klonalna inaktywacja po-
tencjalnie autoreaktywnych komórek T podczas nega-
tywnej selekcji w grasicy [124], czego wynikiem jest za-
wężenie zakresu oddziaływania przeciwnowotworo-
wych komórek cytotoksycznych i ułatwiona transfor-
macja chłoniakowa związana z infekcją EBV [125, 126].
W genotypach badanych pacjentów z ChN stwierdzo-
no występowanie genów 1–6 różnych klasycznych an-
tygenów HLA wykazujących ligację KIR. Obniżenie
ekspresji cząsteczek HLA klasy I jest w biologii nowo-
tworów zjawiskiem częstym [127–129], mogącym pro-
wadzić do eliminacji komórek nowotworowych. Naj-
widoczniej uruchamiane są równocześnie dodatkowe
mechanizmy oporności przeciwko atakowi komórek
NK, umożliwiające wymknięcie się nowotworu spod
nadzoru odpornościowego. W prezentowanej grupie
pacjentów stwierdzono, że brak ligandów KIR należą-
cych do grupy Bw4 powodował skrócenie OS w stosun-
ku do pacjentów posiadających przynajmniej jeden
antygen HLA klasy I z epitopem Bw4. Niekorzystne
oddziaływanie niedoboru ligandów KIR było jeszcze
silniej wyrażone u stosunkowo nielicznych pacjentów,
nieposiadających jednocześnie ligandów C1 i Bw4. Fak-
ty te mogą sugerować ułatwione pokonywanie mecha-
nizmów nadzoru odpornościowego przez nowotwór w
sytuacji znacznie zawężonego repertuaru ligandów
KIR. Jako przykład można podać wirus CMV, którego
molekuła kodowana przez gen UL18 wykazuje wysoki
stopień homologii z antygenami HLA klasy I. Dzięki
temu białko UL18 łatwo wiąże się z immunoglobuli-
nopodobnym receptorem leukocytarnym 1 (LIR-1, leu-
kocyte immunoglobulinlike receptor 1) należącym do
nadrodziny glikoprotein, wykazującym ekspresję
przede wszystkim na komórkach limfoidalnych linii B
[130]. Cytoplazmatyczna domena LIR-1 zawiera łań-
cuch o budowie zbliżonej do łańcucha DL receptorów
KIR, zawierający cztery inhibitorowe motywy tyrozy-
nowe, dzięki czemu komórka docelowa może skutecz-
nie hamować cytobójcze właściwości komórek NK. Tą
drogą zakażenie CMV umożliwia transformowanym
komórkom B o obniżonej ekspresji klasycznych anty-
genów HLA klasy I uniknięcie lizy NK [131] szczegól-
nie, jeśli repertuar cząsteczek HLA klasy I, posiadają-
cych zdolność ligacji KIR, jest znacznie zawężony.
Przedstawione wyniki badań potwierdzają ilościową
hipotezę aktywacji KIR, ponieważ krótszy czas przeży-
cia pacjentów z ChN był związany z małą liczbą ligan-
dów KIR z grupy HLA-B i C. Może to sugerować, że
ograniczony repertuar ligandów KIR osłabia przeciw-
nowotworową aktywację komórek NK, szczególnie
w kontekście nadprodukcji TNF swoistej dla haploty-
pu MHC. Z drugiej jednak strony, rozbieżny kierunek
oddziaływania alleli HLA-Cw*05 i Cw*16 sugerować
może istnienie dodatkowego mechanizmu jakościowe-
go aktywacji NK.
2. Znaczenie globalnych wskaźników genetyki
populacyjnej w ChN
Wyliczenie ogólnych wskaźników genetyki populacyj-
nej w grupie osób chorych na ChN pozwoliło na scha-
rakteryzowanie siły wzajemnych oddziaływań pomię-
dzy badanymi loci w obrębie MHC oraz na porówna-
nie tych wskaźników z charakterystyką grupy kontrolnej.
Po pierwsze, wykryto istotne odchylenie locus HLA-B od
HWE. Równowaga HWE wykazuje nadzwyczajną czu-
D22
ONKOLOGIA W PRAKTYCE KLINICZNEJ 2008, tom 4, supl. D
łość w przypadkach różnych sposobów selekcjonowa-
nia próby badanej, a także w przypadkach wystąpienia
domieszek innych populacji do populacji badanej. W
tym kontekście wykrycie w grupie pacjentów z ChN
istotnego odchylenia locus HLA-B od HWE wskazuje
jednoznacznie na udział tego locus lub podregionu
MHC, leżącego w pobliżu w patogenezie ChN.
W badanej grupie chorych z ChN nie wykazano miejsc
o zwiększonej częstości rekombinacji obszaru MHC,
podobnie jak to ma miejsce w przypadku populacji
generalnej [132]. Wykazano natomiast istnienie przy-
najmniej jednego miejsca o znacznie obniżonej często-
ści rekombinacji w obszarze LTA-TNF. Innymi obsza-
rami o obniżonej częstości rekombinacji w grupie pa-
cjentów z ChN były B-LTA i A-Cw. Regiony te podle-
gały prawdopodobnie silnej presji selekcyjnej zarówno
u osób z ChN, jak i w populacji generalnej. Co cieka-
we, wykazano bardzo szeroki zakres wahania się war-
tości współczynnika rekombinacji pomiędzy sąsiedni-
mi loci każdej pary. Podobnie jak w przypadku popu-
lacji generalnej, potwierdza to istnienie zróżnicowane-
go i być może swoistego dla haplotypów wzoru konser-
wacji i rekombinacji obszaru MHC u pacjentów z ChN.
Bardzo wysoka istotność globalnej LD we wszystkich
parach sąsiednich loci u pacjentów z ChN potwierdziła
zaobserwowane wcześniej w populacji generalnej
zmniejszenie prawdopodobieństwa separacji rekombi-
nacyjnej silnie sprzężonych loci. Jednocześnie, wyższe
od zera wartości współczynnika rekombinacji wykaza-
ły możliwość separacji rekombinacyjnej, dotyczącej
również loci ściśle ze sobą związanych. Cechę tę wyko-
rzystano w niniejszej pracy jako podstawę analizy do-
minacji bloków haplotypowych o najwyższej asocjacji.
3. Wpływ polimorfizmu haplotypów MHC
na zachorowanie i przebieg kliniczny ChN
Wpływ wielu genów MHC na przebieg kliniczny ChN
rodzi pytanie, czy odgrywają one również rolę jako szer-
sze bloki, być może konserwatywne haplotypy, które
mogą podlegać regulacji na poziomie transkrypcyjnym
poprzez oddziaływanie na domeny chromosomowe
[94]. Omówione powyżej globalne wskaźniki genetyki
populacyjnej potwierdziły taką możliwość. Szczegóło-
wy polimorfizm MHC obejmuje olbrzymią liczbę ha-
plotypów, których loci znajdują się w nierównowadze
sprzężeń zarówno u osób zdrowych, jak i u pacjentów
z ChN. W celu różnicowania pomiędzy asocjacją gen–
fenotyp a wpływem LD, wprowadzono procedurę okre-
ślania dominacji bloków haplotypowych o najwyższej
asocjacji.
W badanej grupie pacjentów pochodzenia europejskie-
go z ChN wykazano patogenetyczny wpływ niektórych
bloków haplotypowych o różnej długości i róznym po-
łożeniu w obrębie MHC na przebieg kliniczny choro-
by. Zaletą analizy dominujących bloków haplotypowych
było uniezależnienie wnioskowania na temat wpływu
polimorfizmu MHC od LD, o ile w populacji general-
nej zaszła rekombinacja pomiędzy sąsiednimi loci i pro-
dukt tej rekombinacji przetrwał w populacji pacjentów
z ChN. Szczegółowa analiza wykazała nieco bardziej
złożony wzór asocjacji bloków składowych należących
do 8.1AH, niż sugerowano wcześniej [43, 44, 49, 91],
a także pozwoliła na stwierdzenie możliwości udziału
składników innych szerokich haplotypów MHC w pa-
togenezie ChN.
Dzięki analizie dominacji bloków haplotypowych
o najwyższej asocjacji, wykazano, że najkrótszym frag-
mentem haplotypu 8.1AH posiadającym istotny wpływ
na przebieg ChN był B*08-LTA+252G, lecz fragment obej-
mujący 4 loci Cw*07-B*08-LTA+252G-TNF-308A o długo-
ści 305 kbp wykazywał znacznie silniejsze oddziaływa-
nie. Obserwacja ta jest interesująca w kontekście sil-
nego oddziaływania samego allelu TNF-308A, co wielo-
krotnie wykazano we wcześniejszych badaniach [39, 41–
44, 91, 92]. Zarówno bowiem asocjacja allelu TNF-308A
z podwyższonym poziomem wydzielania białka TNF przez
monocyty i limfocyty krwi obwodowej [40], jak i silny ne-
gatywny wpływ tego allelu na przebieg ChN [43, 44, 91]
doprowadziły do potwierdzenia niezależnej wartości pro-
gnostycznej allelu TNF-308A [39]. Szeroko udokumento-
wane dane dotyczące allelu TNF-308A, nie są jednak wy-
starczające do wyjaśnienia dodatkowego wpływu, jaki
wykazano dla haplotypu A*01-B*08-TNF-308A w stosun-
ku do samego allelu TNF-308A [49]. Obserwację tę mo-
głaby wyjaśnić dodatkowa obecność w tym obszarze
przynajmniej jednego genu o synergistycznym działa-
niu w stosunku do TNF-308A. Przeprowadzone w tym
kierunku badania Warzochy i wsp. [91] wykazały nie-
korzystny wpływ haplotypu TNF-308A-LTA+252G, będące-
go stałym składnikiem szerokiego haplotypu 8.1AH na
FFP i OS oraz częstość wznów ChN. Wyniki te zostały
potwierdzone również w odrębnym badaniu wielo-
ośrodkowym [43]. Nie przedstawiono, co prawda, rela-
cji siły wpływu samych alleli TNF-308A i LTA+252G, w sto-
sunku do całego haplotypu, lecz potencjalny synergi-
styczny udział allelu LTA wydawał się być możliwy.
W tym samym badaniu [91] wykazano silny wewnątrz-
haplotypowy związek pomiędzy allelami TNF-308A
i LTA+252G (oraz pomiędzy TNF-308G i LTA+252A), co wy-
magało dalszych badań nad oceną wpływu tak silnego
związku pomiędzy genami i nad stopniem niezależno-
ści ich oddziaływań biologicznych i klinicznych.
Obecne badanie pozwala na częściowe wyjaśnienie
współzależności oddziaływania alleli TNF-308A/LTA+252G
w ChN. Wykazano wysokie prawdopodobieństwo ist-
nienia obniżonej częstości rekombinacji pomiędzy loci
TNF i LTA. Stwierdzono również nadzwyczaj silną LD
w tym obszarze, która może utrudniać ocenę niezależ-
nego wpływu każdego z genów z osobna. Na podstawie
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bieżącej analizy można jednak poczynić następujące
uwagi dotyczące układu genetycznego TNF-308-LTA+252.
Po pierwsze, ocena polimorfizmu TNF-308 jest wystar-
czająca dla wyjaśnienia wpływu całego układu gene-
tycznego na przebieg kliniczny ChN. Związek haploty-
powy z LTA+252 nie powoduje dodatkowego efektu
w zakresie czasu przeżycia chorych. Wniosek ten wy-
pływa z obserwacji, że siła asocjacji samego TNF-308G
była równa sile asocjacji haplotypu TNF-308G-LTA+252A
w zakresie FFP i OS, natomiast asocjacja samej
LTA+252A była nieznamienna. Wpływ LTA+252, który
anonsowano we wcześniejszych doniesieniach [43, 44, 91]
był najprawdopodobniej następstwem silnej LD, będą-
cej skutkiem niskiej częstości rekombinacji pomiędzy
obu loci. Po drugie, bieżąca analiza pozwoliła na po-
twierdzenie wybitnie niekorzystnego znaczenia progno-
stycznego diploidalnego genotypu TNF-308A. Wniosek
ten znalazł silne potwierdzenie dzięki wykryciu nieko-
rzystnego trendu prognostycznego w trzech grupach ge-
notypowych, od homozygot TNF-308G, poprzez hetero-
zygoty TNF-308A/G, do homozygot TNF-308A (p = 0,0052
i p = 0,0037, odpowiednio dla FFP i OS). Od strony
funkcji systemu genetycznego TNF/LTA jest prawdo-
podobne, że podwójna dawka allelu TNF-308A oddzia-
łuje szczególnie silnie nawet u pacjentów nieposiada-
jących haplotypu 8.1AH, natomiast u nosicieli tego
haplotypu pojedyncza dawka allelu TNF-308A wydaje się
być wystarczającą przyczyną istotnego pogorszenia
przebiegu klinicznego ChN. Otrzymane wyniki badań
uzasadniają stwierdzenie, że pierwotną przyczyną ob-
serwowanych asocjacji haplotypu TNF-308A-LTA+252G jest
obecność TNF-308A, a związek LTA+252G z niekorzystnym
przebiegiem klinicznym ChN jest wtórny i nie ma funk-
cjonalnego znaczenia.
Jak wspomniano wyżej, wysokie prawdopodobieństwo
istnienia dodatkowego genu działającego synergistycz-
nie z TNF-308A potwierdzono również w bieżącym ba-
daniu. Najbardziej obiecującym kandydatem mogącym
spełniać tę rolę, wydaje się być gen nuclear factor of
kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibi-
tor-like 1 (NFKBIL1), położony w obszarze MHC po-
między HLA-B i LTA, w związku z jego położeniem w
pobliżu locus B i udziałem w regulacji transkrypcji TNF.
Wersja genetyczna NFKBIL1-62T jest typowa dla 8.1AH
i nie występuje w większości częstych haplotypów MHC,
w tym w haplotypie 7.1AH [133,134]. Boodhoo i wsp.
[134] wykazali upośledzenie transkrypcji genu NFK-
BIL1, kodującego białko IKBL (inhibitory kappa-B-like-
protein), które prowadziło do zwiększenia aktywności
czynnika transkrypcyjnego NFkB (nuclear factor kap-
pa-B) u pacjentów z chłoniakiem z komórek T, ale tyl-
ko u tych, którzy byli nosicielami haplotypu 8.1AH
[134]. Upośledzenie transkrypcji NFKBIL1 nie wystę-
powało w grupie nosicieli 7.1AH [134]. Tak więc, moż-
liwość synergistycznego oddziaływania NFKBIL1-62T
i TNF-308A została potwierdzona przez wyjątkowo silne
sprzężenie obu polimorfizmów w obrębie 8.1AH, bli-
skie położenie w stosunku do HLA-B oraz silną nie-
równowagę sprzężeń z innymi składnikami 8.1AH [63,
133, 134]. Mechanizm patogenetyczny obejmuje stałą
nadmierną syntezę TNF u nosicieli 8.1AH, potwierdzoną
w bieżącym i wcześniejszych badaniach [39, 49]. Auto-
nomiczna nadmierna synteza TNF jest dodatkowo sty-
mulowana u nosicieli NFKBIL1-62T wskutek nieskutecz-
nego hamowania IKBL [134], prowadzącego ostatecz-
nie do trwałego przesunięcia równowagi ekspresji lim-
fokin w kierunku odpowiedzi odpornościowej typu 2 [63].
Nierównowaga ta silnie hamuje aktywność cytotoksyczną
komórek T CD8+ i inne funkcje odpornościowe, zależ-
ne od stężenia interleukiny 2 (IL-2) [135].
Podobnego synergizmu oddziaływania polimorfizmów
NFKBIL1-62T i TNF-308A można się spodziewać również
u nosicieli niektórych innych, rzadszych haplotypów.
Łączna analiza wyników badań haplotypowych przed-
stawiona w tej i innych pracach wykazała, że występo-
wanie allelu TNF-308A było ograniczone tylko do ściśle
określonych haplotypów MHC, zawierających w locus B
allele B*08, B*35, B*44 i B*50 [49, 133]. Jednocześnie
występowanie polimorfizmu NFKBIL1-62T było ograni-
czone do identycznych konserwatywnych szerokich
haplotypów (CEH, conserved extended haplotypes) okreś-
lonych metodą sekwencjonowania, to jest 8.1CEH,
35.5CEH, 44.1CEH, 44.4CEH i 50.1CEH [133].
W związku z tym spostrzeżeniem interesującym celem
badawczym na przyszłość byłaby charakterystyka wpły-
wu pozostałych haplotypów zawierających allele NFK-
BIL1-62T i TNF-308A na przebieg kliniczny ChN, podobna
do analizy oddziaływania haplotypu 8.1AH [49].
Ponadto, należy stwierdzić, że niewykluczone jest tak-
że niekorzystne oddziaływanie innych genów regionu
B*08-LTA+252G na przebieg kliniczny ChN. Do kandy-
datów należą geny MHC class I related chain A (MICA)
i MICB, które kodują ligandy dla NKG2D, czyli geny
aktywujących receptorów komórek NK [136]. Polimor-
fizm MICA i MICB jest swoisty dla haplotypów [137],
a różne haplotypy MHC mogą z różną siłą aktywować
przeciwnowotworowe komórki NK i T CD8+ [135].
Niespodziewaną obserwacją było istotne pogorszenie
przebiegu klinicznego choroby u pacjentów, którzy
oprócz bloku B*08-LTA+252G-TNF-308A posiadali dodat-
kowo fragment Cw*07-B*08 w obrębie tego samego
szerszego haplotypu. W związku z danymi wskazujący-
mi, że wyższa awidność wiązania HLA-KIR ułatwia
aktywację komórek NK [138], obserwacja powyższa
może sugerować niższą awidność allelu Cw*0701, wy-
stępującego w obrębie haplotypu 8.1AH i obniżoną efek-
tywność eliminacji komórek nowotworowych. Również
niedawne badania Carrington i wsp. potwierdzają zwią-
zek pomiędzy siłą alleloswoistej ligacji HLA-KIR i prze-
biegiem klinicznym choroby nowotworowej [139].
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W przeciwieństwie do 8.1AH, haplotyp 7.1AH nie za-
wierał niekorzystnych bloków haplotypowych. Jedynym
silnie oddziałującym i korzystnym składnikiem tego AH
był allel TNF-308G (tab. 6), który był typowy dla wszyst-
kich pozostałych częstych szerokich haplotypów, wy-
stępujących u pacjentów z ChN. Ścisły haplotypowy
związek alleli B*07 i TNF-308G jest prawdopodobną przy-
czyną sugerowanego w niniejszej pracy przedłużonego
FFP u nosicieli B*07 (tab. 3).
Związek bloków haplotypowych wchodzących w zakres
szerokiego haplotypu 35.1AH ze wskaźnikami przebie-
gu klinicznego ChN był znacznie bardziej złożony.
Oprócz korzystnie oddziałującego i położonego cen-
tralnie allelu TNF-308G, szeroki haplotyp 35.1AH skła-
dał się z dwóch położonych dystalnie bloków A*11-
Cw*04 i TNF-308G-DRB1*01 o wyraźnym niekorzystnym
wpływie na przebieg kliniczny ChN (ryc. 3). W badanej
grupie pacjentów allel Cw*04 pozostawał w komplet-
nej nierównowadze sprzężeń z allelem A*11, tworząc
haplotyp A*11-Cw*04. Oprócz kodowania antygenu
Cw*04 o unikalnej funkcji ligacji KIR2DS4 (aktywują-
cego receptora komórek NK), haplotyp A*11-Cw*04
posiada, istotne z punktu widzenia patofizjologii, ce-
chy mogące wpływać na przebieg kliniczny choroby. W
różnych liniach komórek chłoniaka Burkitta obserwo-
wano selektywną utratę ekspresji antygenowej HLA-
A11, pomimo posiadania genu A*11 [127]. W innym
doniesieniu stwierdzono, że cząsteczka HLA-A11 pre-
zentująca immunodominujący epitop w postaci nona-
peptydu IVTDFSVIK, stanowiącego sekwencję ami-
nokwasów w pozycjach 416–424 jądrowego antygenu 4
(EBNA 4) EBV, jest preferowanym elementem restryk-
cyjnym w swoistej odpowiedzi cytotoksycznych komó-
rek T, skierowanej przeciwko EBV [140]. Co więcej,
HLA-A11 jest również preferowanym elementem re-
strykcyjnym prezentacji immunodominującego nona-
peptydu ELNEALELK wewnątrzkomórkowego biał-
ka p53 [140]. Antyonkogen p53 podlega częstej muta-
cji w komórkach nowotworowych, co jest stwierdzane
w bioptatach ChN, zwłaszcza w okresie progresji cho-
roby [34]. W związku z tymi obserwacjami, można przy-
puszczać, że mutacje p53 i alleliczna utrata ekspresji
A*11 mają znaczenie patogenetyczne dla przebiegu
klinicznego choroby nowotworowej. Podobny mecha-
nizm może wyjaśniać silnie skrócone FFP u nosicieli
A*11-Cw*04 w prezentowanych badaniach oraz ob-
serwowaną wcześniej wybitnie niekorzystną rokowni-
czo obecność A*11 u dzieci z OBL [141]. Niekorzyst-
ny przebieg kliniczny ChN w badanej grupie pacjen-
tów z A*11-Cw*04 może wskazywać również na pato-
genetyczny udział polimorfizmu HLA-E lub HLA-G.
Geny te zlokalizowane są odpowiednio wewnątrz oraz
zewnętrznie w kierunku telomeru w stosunku do bloku
A-Cw. Cząsteczka HLA-E jest ligandem dla hamują-
cych receptorów komórek NK należących do grup
CD94/NKG2A, –B i –C [142], zaś HLA-G posiada zdol-
ność osłabiania przeciwnowotworowej odpowiedzi od-
pornościowej poprzez hamowanie różnych typów ko-
mórek, w tym komórek dendrytycznych i komórek efek-
torowych, takich jak komórki T CD8+ czy NK [143].
Przytoczone obserwacje sugerują udział przeciwnowo-
tworowego mechanizmu zależnego od NK w patome-
chanizmie asocjacji bloku haplotypowego A*11-Cw*04
z niekorzystnym przebiegiem klinicznym ChN. Należy
jednak wziąć pod uwagę, że haplotyp ten był w naszej
grupie pacjentów niezbyt częsty oraz że pozostawał
w kompletnej LD z allelami B*35 i LTA+252A, tak więc
występowanie genu sprawczego w tym regionie nie
mogło być potwierdzone bezpośrednio. Obserwowana
przez Takasugi i wsp. asocjacja antygenu B35 z zacho-
rowaniem na ChN jest kolejnym potwierdzeniem po-
średniego udziału patogenetycznego 35.1AH w tych
nowotworach [144].
Biologiczne wyjaśnienie związku bloku TNF-308G-
-DRB1*01, będącego również fragmentem 35.1 AH,
może polegać na silnej LD z genem sprawczym poło-
żonym wewnątrz tego bloku o długości 957 kbp. We-
wnątrz regionu ograniczonego przez geny TNF i DRB1
występuje szereg polimorficznych genów biorących
udział w odpowiedzi odpornościowej, takich jak geny
dopełniacza C4, C2 i Bf i genów białek wstrząsu ciepl-
nego (HSP70). Niekorzystne oddziaływanie haplotypu
TNF-308G-DRB1*01 może być również skutkiem LD
z innymi genami MHC klasy II, występującymi w pod-
regionach DQ lub TAP/LMP, które są zlokalizowane
w pobliżu, nieco w kierunku centromeru w stosunku do
fragmentu TNF-DRB1. Podregiony te pozostają w sil-
nej LD z genem DRB1. Nie można również odrzucić
bezpośredniego szkodliwego oddziaływania samego
allelu DRB1*01, którego wpływ omówiono wcześniej.
Wykazany przez nas związek haplotypu DRB*01 ze
zwiększoną podatnością na zachorowanie i niekorzyst-
nym przebiegiem klinicznym ChN może sugerować, że
wykazana przez Zhanga i wsp. [82] zdolność cząsteczki
kodowanej przez DRB1*01 do prezentacji TSA swo-
istego dla melanoma może nie obejmować skuteczne-
go peptydu swoistego dla ChN albo że prezentacja
w kontekście tej cząsteczki MHC klasy II działa tolero-
gennie. Innym potencjalnym mechanizmem może być
również ograniczony polimorfizm cząsteczek DR, cha-
rakterystyczny dla nosicieli haplotypu zawierającego
allel DRB1*01. Cząsteczki HLA-DR występują na po-
wierzchni komórek w postaci agregatów heterodime-
rów, obejmujących jeden polipeptyd a i jeden polipep-
tyd b, kodowane odpowiednio przez jeden monomor-
ficzny gen DRA i dwa polimorficzne geny DRB. U osób
heterozygotycznych najczęściej mamy do czynienia
z czterema formami cząsteczek DR, ale nosiciele alle-
lu DRB1*01 stanowią pod tym względem istotny wyją-
tek. Z powodu systematycznego braku drugiego poli-
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morficznego allelu DRB we wszystkich haplotypach za-
wierających DRB1*01 u heterozygot DRB1*01 możli-
we są tylko trzy formy cząsteczek DR, a u homozygot
DRB1*01, możliwa jest tylko jedna forma cząsteczki
DR. Homozygotyczność w zakresie DRB1*01 jest sto-
sunkowo częsta w związku z wysoką częstością allelu
w populacjach europejskich. Zjawiska te prowadzą do
zawężenia repertuaru peptydów TSA/TAA prezento-
wanych w kontekście MHC klasy II, co może leżeć
u podstaw wymknięcia się komórek nowotworowych
spod nadzoru immunologicznego u nosicieli DRB1*01.
Wykryty w prezentowanym badaniu gorszy przebieg
kliniczny ChN u pacjentów z DRB1*0901 oraz zwięk-
szona częstość alleli DRB1*0901, DRB1*07 i DRB1*04
u pacjentów z ChN, udokumentowana we wcześniej-
szych badaniach [109–114], mogą być związane ze ścisłą
asocjacją haplotypową tych alleli z nadtypowym alle-
lem DRB4*01 [145]. W strukturze genetycznej nosi-
cieli alleli DRB1*0901, DRB1*07 lub DRB1*04 wy-
stępuje zawsze położony w bliskim sąsiedztwie locus
DRB1 allel DRB4*01. Allel ten prawie zawsze podle-
ga ekspresji w postaci immunodominującego epitopu
DR53. Epitop DR53 wykazuje wysoki stopień mimi-
kry molekularnej z EBV, adenowirusami i niektórymi
innymi gatunkami karcynogennych wirusów [146].
U osób prezentujących ten epitop dochodzi podczas
dojrzewania grasiczego do klonalnej delecji potencjal-
nie autoreaktywnych limfocytów T, które u osób nie-
prezentujących tego epitopu, wykazują funkcję odpor-
nościową. Zawężenie zakresu przeciwwirusowej i prze-
ciwnowotworowej odpowiedzi cytotoksycznej sprzyja
rozrostowi nowotworowemu u pacjentów, u których do-
szło do CMV-zależnej aktywacji klonów komórek ukła-
du limfatycznego skierowanych do DR53/CMV [124–
–126]. Potwierdzeniem dla tej hipotezy jest obserwacja
dokonana u pacjentów płci męskiej z OBL, u których
wykazano pierwotną współzależność pomiędzy homo-
zygotycznością DRB4*01 i częstością choroby [147].
Jest to kolejne potwierdzenie znaczenia wąskiego re-
pertuaru HLA klasy II w patogenezie chorób limfo-
proliferacyjnych. Znaczny stopień mimikry molekular-
nej immunodominującego epitopu szeregu karcyno-
gennych wirusów i cząsteczki HLA-DR53 stanowi przy-
kład jednoczesnego udziału reaktywności komórek T
typowych dla odpowiedzi przeciwwirusowej, przeciw-
nowotworowej i autologicznej w chorobach limfopro-
liferacyjnych [147].
Wykazany w prezentowanym badaniu, a także wcze-
śniej przez van den Tweela i wsp. [115] korzystny wpływ
allelu B*57 może być również związany z haplotypem
DR53. Allel DRB4*01 nie podlega ekspresji u nosicie-
li wyjątkowego pod tym względem haplotypu B*57-
-DRB4*01-DRB1*07(Dw11), ponieważ następuje
u nich preferencyjne usunięcie głównego fragmentu ko-
dującego mRNA na zasadzie alternatywnego splicin-
gu [148]. Pacjenci nieposiadający cząsteczki DR53 nie
posiadają też epitopu będącego przyczyną delecji prze-
ciwwirusowych klonów komórek T i generują repertu-
ar komórek cytotoksycznych o pełnej reaktywności
przeciwko karcynogennym wirusom. Stąd może pocho-
dzić korzystny efekt allelu B*57, zmniejszający częstość
zachorowań na ChN.
VI. PODSUMOWANIE
Przedstawione wyniki badań sugerują istotne znacze-
nie patogenetyczne szerokich haplotypów MHC
w ChN. Asocjacja dwóch lub więcej polimorfizmów wy-
daje się lepiej wyjaśniać określony efekt kliniczny, niż
asocjacje pojedynczych alleli. Analiza wykazała swo-
isty haplotypowo wzór asocjacji fragmentów MHC
z ChN, w której biorą udział geny zaangażowane w me-
chanizmy odporności nabytej, ligacji KIR przez czą-
steczki HLA oraz ekspresji limfokin z rodziny TNF.
Ograniczona siła związku zarówno z częstością zacho-
rowań, jak i przebiegiem klinicznym ChN wskazuje na
pośrednie znaczenie polimorficznych alleli MHC
w patogenezie tej grupy nowotworów oraz sugeruje ist-
nienie słabszej populacyjnej alleloswoistej presji selek-
cyjnej ChN w porównaniu z chorobami zakaźnymi
i zapalnymi.
Z oczywistych powodów nie zostało określone dokład-
ne położenie poszczególnych genów zaangażowanych
w patogenezę ChN, lecz raczej zawężony został obszar
MHC, w którym mogą się one znajdować. Określenie
dokładnego położenia tych genów będzie wymagało
w przyszłości precyzyjnego mapowania wyznaczonych
obecnie regionów przy użyciu mikrosatelitów lub mar-
kerów SNP o wysokiej gęstości. Precyzyjne mapowa-
nie genetyczne wewnątrz zawężonych bloków haplo-
typowych, wyjaśnienie mechanizmów uruchamiania
funkcji komórek NK poprzez ligację antygenów HLA
klasy I oraz alleloswoistej prezentacji peptydów no-
wotworowych, mogłyby pomóc w lepszym poznaniu
mechanizmów immunoedycji i nadzoru immunolo-
gicznego jakie towarzyszą chorobie nowotworowej.
Poznanie tych mechanizmów może wpłynąć na popra-
wę rozpoznawania ChN oraz prognozowania i lecze-
nia chorych.
VII. WNIOSKI
1. Nosicielstwo allelu HLA-Cw*04 może oznaczać
zwiększone ryzyko zachorowania na ChN, a obec-
ność alleli A*31, B*53, B*57, Cw*03, Cw*06,
Cw*07, DRB1*04 i DRB1*13 może wykazywać
działanie ochronne przed zachorowaniem na no-
wotwory należące do tej grupy.
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2. Nosicielstwo alleli A*02, B*07, Cw*05 i DRB1*11
jest czynnikiem predykcyjnym o korzystnym znacze-
niu rokowniczym dla przebiegu klinicznego ChN,
a obecność alleli A*32, A*68, Cw*16, DRB1*01,
DRB1*09 i DRB1*14 wykazuje niekorzystne zna-
czenie prognostyczne w tej grupie nowotworów.
3. Istotne odchylenie locus HLA-B od równowagi
Hardy-Weinberga u chorych z ChN może wskazy-
wać na udział tego locus lub genów położonych
w jego bezpośrednim sąsiedztwie w patogenezie ChN.
4. Istotna statystycznie nierównowaga sprzężeń w za-
kresie loci MHC u chorych z ChN potwierdza moż-
liwość istnienia haplotypów MHC specyficznych dla
tej grupy nowotworów.
5. Geny funkcjonalne w patogenezie ChN, charakte-
rystyczne dla szerokiego haplotypu 8.1AH, znajdują
się najprawdopodobniej w obrębie bloku haploty-
powego Cw*07-B*08-LTA+252G-TNF-308A o długości
305 kb. Blok ten posiada niezależną i negatywną
wartość prognostyczną dla przebiegu klinicznego
ChN, który wydaje się zależeć od dawki TNF-308A
oraz od jego synergizmu z genem położonym w ob-
rębie bloku B*08-LTA+252G. Podobne znaczenie pa-
togenetyczne w badaniach asocjacyjnych wykazuje
szeroki haplotyp 35.1AH, a zwłaszcza jego dwa dy-
stalne bloki haplotypowe (A*11-Cw*04 oraz TNF-
308G-DRB1*01). Blok haplotypowy TNF-308G-
DRB1*01 posiada ponadto niezależną i nieko-
rzystną wartość rokowniczą dla przebiegu klinicz-
nego ChN.
6. U pacjentów z ChN stwierdzono występowanie od
1 do 6 różnych cząsteczek HLA klasy I, posiadają-
cych zdolność ligacji KIR. Niedobór ligandów KIR
z epitopem Bw4, a zwłaszcza łączny niedobór ligan-
dów KIR z epitopami Bw4 i C1, wydaje się istotnie
wpływać na niekorzystny przebieg kliniczny ChN.
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